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La primera causa de muerte en  pacientes con Enfermedad Renal Crónica 
(ERC) es la enfermedad cardiovascular (ECV), siendo su índice al menos 20 
veces más alto en pacientes en diálisis que en la población general. Los pacientes 
con ERC sufren hiperfosfatemia y otras alteraciones del metabolismo mineral que 
les conducen al desarrollo de Hiperparatiroidismo Secundario (HPT2o) y de 
calcificaciones vasculares (CV); estas últimas contribuyen a la alta tasa de 
morbilidad y mortalidad cardiovascular observada en estos pacientes. La CV es un 
proceso activo que implica la transformación osteogénica de las células de 
músculo liso vascular (CMLV), aunque los mecanismos celulares y moleculares 
por los que ocurren no están completamente definidos. Se ha descrito que niveles 
elevados de fosfato (PO)  inducen la calcificación y la diferenciación de las 
CMLV. 
El calcitriol (CTR), molécula empleada en el tratamiento del HPT2o en las 
últimas décadas, induce hipercalcemia y un aumento del producto calcio x 
fósforo, favoreciendo el desarrollo de CV. Actualmente, se vienen usando 
análogos de la vitamina D menos calcémicos como el paricalcitol (PC), que ha 
resultado ser efectivo en el tratamiento del HPT2º sin inducir CV. No obstante, los 
mecanismos moleculares que median el efecto diferencial del calcitriol y del 
paricalcitol sobre las CV no están del todo claros. Uno de los objetivos de este 
estudio es determinar si los tratamientos con calcitriol o con paricalcitol 
modularán de manera desigual la calcificación, la transformación osteogénica y 
las vías de señalización intracelular relacionadas con la CV de las CMLV 







Por otro lado, dos de los principales factores asociados al progreso y a la 
severidad de la ERC son la inflamación crónica y el estrés oxidativo (EO), los 
cuales se han relacionado también de manera causal con las CV. Sin embargo, no 
está claro en qué medida el fosfato ejerce un efecto directo y específico como 
agente pro-inflamatorio y pro-oxidante sobre las CMLV.  Por lo tanto, otro 
objetivo del presente estudio es determinar si el fosfato elevado actúa 
directamente sobre las CMLV como un elemento generador de especies reactivas 
de oxígeno (EROs) e inductor de la respuesta proinflamatoria, además de 
esclarecer qué efecto ejercerían el CTR y el PC sobre la posible inducción de EO 
e inflamación por niveles elevados de fosfato.  
Para abordar este trabajo de investigación se llevaron a cabo cultivos in 
vitro de CMLV durante 9 días con los siguientes grupos experimentales: Control, 
PO (3,3 mM fosfato), PO+CTR (10-8 M) y PO+PC (3x10-8 M) y se evaluó la 
diferenciación osteogénica mediante expresión génica y la calcificación. 
Asimismo, en relación con los mecanismos intracelulares implicados, se 
realizaron cultivos de 24 horas para valorar la influencia de estos grupos sobre la 
activación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina por western blot, microscopía 
confocal y expresión de genes diana de la ruta. Para evaluar el efecto de inhibir la 
ruta Wnt/β-Catenina sobre la calcificación y la actividad de la ruta, se llevaron a 
cabo tratamientos de 24 horas con el inhibidor Dkk-1. Los grupos estudiados 
fueron: Control, PO, PO+CTR, PO+PC, PO+Dkk-1, PO+CTR+Dkk-1 y 
PO+PC+Dkk-1. La actividad de la ruta se midió por microscopía confocal y 
mediante la expresión de genes diana de la ruta.  






Además, se  incubaron CMLV durante 24 horas con los grupos Control, 
PO, PO+CTR y PO+PC para evaluar la generación de EROs y la activación de la 
vía de señalización canónica de NFκβ mediante western blot y microscopía 
confocal. Asimismo, cultivos de 9 días fueron realizados para determinar 
expresión génica de marcadores inflamatorios, niveles de ICAM-1 por citometría 
de flujo y niveles de citoquinas secretadas al medio de cultivo por ensayo Bio-
Plex.  Concentraciones más bajas de CTR (10-10 M  y 10-12 M) fueron utilizadas 
para valorar su efecto  sobre el estrés oxidativo y la inflamación; los  grupos 
experimentales fueron: Control, PO, PO+CTR-8, PO+CTR-10 y PO+CTR-12. Tras 
24 horas de cultivo se evaluaron la generación de EROs y la activación de la vía 
de señalización canónica de NFκβ por western blot.  
Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran que el 
desarrollo de calcificación y la diferenciación de CMLV a células de estirpe 
osteogénica que ocurre con niveles elevados de fosfato son mediados por la 
activación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina. La adición de CTR (10-8M) en 
condiciones de fosfato elevado produce una sobreactivación de la ruta Wnt/β-
Catenina, resultando en mayor calcificación y mayor diferenciación osteogénica. 
Sin embargo, el paricalcitol inhibe la activación de la ruta canónica Wnt/β-
Catenina, reduciendo la calcificación y la diferenciación osteogénica. 
Por otro lado, niveles elevados de fosfato producen un incremento en la 
producción de EROs, la activación de la ruta canónica de NFκβ y un aumento en 
la expresión de ICAM-1 y de citoquinas inflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF-







elevado incrementa la producción de EROs, la activación de NFκβ y la expresión 
de los marcadores inflamatorios ICAM-1, IL-6 y TNFα. Por el contrario, el 
tratamiento con dosis más bajas de CTR (10-10 y 10-12 M) resulta en una reducción 
del estado inflamatorio y del estrés oxidativo. De igual forma el PC inhibe el 
estrés oxidativo, la activación de la vía NFκβ y la expresión de marcadores 
inflamatorios en CMLV cultivadas con niveles elevados de fosfato. 
 En base a todo lo expuesto anteriormente, los resultados de este estudio 
describen nuevos mecanismos por los que el fosfato elevado favorece la 
disfunción vascular. Además, dada la efectividad de los análogos de la vitamina D 
inhibiendo la calcificación, el estado inflamatorio y el estrés oxidativo inducidos 
por el fosfato, éstos podrían proporcionar beneficios clínicos adicionales 



















































Cardiovascular disease (CVD) is the main cause of death in patients with 
chronic kidney disease (CKD), with a frequency 20 times higher than the 
observed in the general population. CKD patients exhibit hyperphosphatemia and 
other disorders of mineral metabolism that lead to the development of Secondary 
Hyperparathyroidism (HPT2º) and vascular calcification (VC). Both of them 
contribute to the high rate of cardiovascular morbidity and mortality observed in 
uremic patients. CV is an active process involving osteogenic transformation of 
vascular smooth muscle cells (VSMC), although the underlying cellular and 
molecular mechanisms are not fully elucidated. It has been described that elevated 
levels of phosphate (PO) induce calcification and differentiation of VSMCs. 
Calcitriol (CTR), molecule which has been used for the treatment of 
HPT2º during the last decades, has an effect producing hypercalcemia and 
increasing the calcium x phosphorus product, as well as promoting the 
development of VC. Currently, less calcemic vitamin D analogues are being used. 
For instance, paricalcitol (PC) has been proved to be effective in controlling 
HPT2º without inducing VC. Nevertheless, the molecular mechanisms mediating 
the differential effect of CTR and PC are not entirely clear. One objective of this 
study is to determine whether treatment with CTR of PC will modulate differently 
calcification, osteogenic transformation and intracellular signaling pathways 
associated with high phosphate-induced VC. 
Furthermore, two of the main factors associated with the progression and 
severity of CKD are chronic inflammation and oxidative stress (OS), which have 







direct and specific effect as pro-inflammatory and pro-oxidant agent on VSMC. 
Therefore, another objective of this study is to determine whether elevated 
phosphate acts directly on VSMC as an inducer of reactive oxygen species (ROS) 
and of a pro-inflammatory response, as well as to clarify the effects that CTR and 
PC exert on the possible induction of OS and inflammation by high phosphorus 
levels. 
In order to address these aims, VSMC were cultured for 9 days and 
experimental groups were as follows: Control, PO (3.3 mM), PO+CTR (10-8 M) 
and PO+PC (3x10-8 M). Calcification and osteogenic differentiation (in terms of 
gene expression) were assessed. In addition, cells were treated for 24 hours to 
evaluate the effect of these treatments on the activation of the canonical Wnt/β-
Catenin pathway by western blot, confocal microscopy and expression of target 
genes. Furthermore, cells were treated for 24 hours with the inhibitor Dkk-1 to 
evaluate the effect of inhibiting the Wnt/β-Catenin pathway on calcification and 
pathway activity. The groups were: Control, PO, PO+CTR, PO+PC, PO+Dkk-1, 
PO+CTR+Dkk-1, and PO+PC+Dkk-1. The pathway activity was tested by 
confocal microscopy and the expression of target genes. 
  On the other hand, VSMC were incubated for 24 hours (groups Control, 
PO, PO+CTR, and PO+PC) to evaluate the ROS generation as well as the 
activation of the canonical NFκβ pathway by western blot and confocal 
microscopy. Likewise, 9-day cultures were performed to determine the expression 
of inflammatory markers, the levels of ICAM-1 by flow cytometry and the 
cytokines secreted into the culture medium by Bio-Plex assay. Lower 
concentrations of CTR (10-10 M and 10-12 M) were also used to assess its effect on 






OS and inflammation. The experimental groups were: Control, PO, PO+CTR-8, 
PO+CTR-10, and PO+CTR-12. ROS generation and the activity of the canonical 
NFκβ pathway were evaluated by western blot after 24 hours of culture. 
 The results obtained in this study show that the development of 
calcification and the osteogenic differentiation of VSMCs induced by high levels 
of phosphate are mediated by activation of the canonical Wnt/β-Catenin pathway. 
The addition of CTR (10-8 M) with high phosphate induces an overactivation of 
the Wnt/β-Catenin pathway, resulting in increased calcification and osteogenic 
differentiation. However, paricalcitol inhibits activation of the canonical Wnt/β-
Catenin pathway, therefore reducing both the calcification and osteogenic 
differentiation processes. 
 Furthermore, high phosphate levels cause an elevation in ROS production, 
activation of the canonical NFκβ pathway and increased expression of ICAM-1 
and inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6, IL 8 and TNF-alpha) in VSMC. The 
addition of CTR (10-8 M) to VSMC incubated with high phosphate increases ROS 
production, NFκβ activation and the expression of inflammatory markers ICAM-
1, IL-6 and TNF alpha. By contrast, treatment with low doses of calcitriol (10-10 
and 10-12 M) results in reduced inflammation and OS. Similarly, PC inhibits OS, 
activation of the NFκβ pathway and the expression of inflammatory markers in 









On the basis of these results, this study describes novel mechanisms whereby 
elevated phosphate promotes vascular dysfunction. In addition, given the 
effectiveness of vitamin D analogues to inhibit the calcification, the inflammatory 
status and the OS induced by high phosphate, they might provide additional 





































































1. ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA 
La enfermedad renal crónica (ERC) conlleva una pérdida progresiva e 
irreversible de las funciones renales, cuyo grado de afección se determina a través 
del filtrado glomerular (FG), siendo <60 ml/min/1,73 m2 indicativo del daño 
renal. A consecuencia de ello los riñones pierden su capacidad para eliminar 
desechos, concentrar la orina y conservar los electrolitos en la sangre. Las causas 
más comunes de ERC son la nefropatía diabética, la hipertensión arterial, y 
la glomerulonefritis. Juntas causan aproximadamente el 75% de todos los casos de 
ERC en adultos.  
El pronóstico de pacientes con ERC es pobre y empeora a medida que la 
función renal disminuye. Los pacientes con ERC sufren 
de aterosclerosis acelerada y tienen una incidencia más alta de enfermedades 
cardiovasculares. La principal causa de muerte en pacientes con ERC es la 
enfermedad cardiovascular (ECV) (1,2). 
En el año 2002, la Fundación Nacional del Riñón de Estados Unidos 
(National Kidney Foundation) propuso, a través de las guías de práctica clínica 
K/DOQI, una definición y una clasificación de la ERC con el objetivo de aunar 
criterios y facilitar de forma sencilla y práctica el diagnóstico precoz de la 
enfermedad independientemente de la causa original. 
Las Guías K/DOQI proponen la siguiente definición de ERC: 
1. Daño renal durante al menos tres meses, definido como alteraciones 
renales funcionales o estructurales, con o sin descenso del FG, manifestado por: la 






presencia de marcadores de daño renal, que incluyen alteraciones en la 
composición de la sangre u la orina y/o alteraciones detectadas por estudios de 
imagen.  
2. Disminución de la función renal, expresada mediante FG o por un 
aclaramiento de creatinina inferior a 60 ml/min/1,73 m2 durante al menos tres 
meses, con o sin daño renal aparente. En los últimos años se ha puesto de 
manifiesto que las alteraciones del metabolismo mineral asociadas a la ERC 
tienen efecto adverso incrementando la morbimortalidad por causas 
cardiovasculares. Por ello, el enfoque actual del enfermo urémico debe abordarse 
en conjunto con las alteraciones del hueso, del metabolismo mineral y de la 
enfermedad cardiovascular asociada. Existe una conexión estrecha entre todas 
estas alteraciones. La Fundación KDIGO (Kidney Disease: Improving Global 
Outcomes) ha propuesto nuevas definiciones: 
- Osteodistrofia renal (ODR). Este término queda restringido a las 
alteraciones de morfología y arquitectura óseas propias de la ERC. El diagnóstico 
exacto sólo se consigue mediante análisis histomorfométrico, es decir mediante 
biopsia ósea.  
- Trastorno mineral y óseo asociado a la ERC. Hace referencia a todas las 
alteraciones bioquímicas, esqueléticas y calcificaciones extraesqueléticas que 
ocurren como consecuencia de la ERC. Esta entidad clínica se denomina "chronic 
kidney disease-mineral and bone disorder" (CKD-MBD). Se manifiesta por una o 
la combinación de las siguientes manifestaciones: 
 






1) Anormalidades en la regulación del calcio (Ca), fósforo (P), hormona 
paratiroidea (PTH) y vitamina D. 
2) Alteraciones en el remodelado, mineralización, volumen, crecimiento o 
fragilidad del esqueleto. 
3) Calcificaciones vasculares o de otros tejidos blandos. 
 
1.1.  ALTERACIONES DEL METABOLISMO MINERAL EN LA 
ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA      
Los riñones, junto con otros órganos como son las glándulas paratiroides, 
el intestino y el hueso, juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la 
homeostasis del Ca y del P. Durante la progresión de la ERC se producen 
alteraciones en el metabolismo mineral que finalmente darán lugar a la aparición 
de calcificaciones extraesqueléticas, dando como resultado complicaciones 
cardiovasculares y un aumento de la mortalidad (3, 4). 






















Figura 1. Alteraciones del metabolismo mineral en la ERC. 
Dichas alteraciones comienzan con un descenso en los niveles de calcitriol 
(CTR) y con un aumento de P sérico debido a su retención renal. Además, el 
déficit de CTR provoca a su vez un descenso de Ca sérico. Todo ello produce un 
aumento en la secreción de la hormona paratiroidea o paratohormona (PTH).   
La PTH es una hormona con acción fosfatúrica que tiene como objetivo, 
entre otros, regular los niveles de Ca en sangre. Para ello, la PTH estimula la 
liberación de Ca y de P procedente de la matriz ósea, la reabsorción de Ca por el 
riñón y la producción renal de CTR, el cual aumenta la absorción de Ca y P a 
través del intestino. 






Por otro lado, la producción del factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23, 
del inglés Fibroblast growth factor 23) en el hueso es estimulada por CTR (5)  y 
por el contenido de P en la dieta (6, 7). FGF23 es una hormona fosfatúrica que 
requiere de la proteína klotho para su activación y actúa sobre el riñón como 
órgano diana inhibiendo la actividad 1-α-hidroxilasa en el túbulo proximal, 
reduciendo indirectamente la absorción intestinal de P y Ca, e inhibiendo la 
reabsorción de P en el riñón. Todo esto con el fin de mantener la fosfatemia 
dentro de la normalidad.  
1.1.1. Homeostasis del fósforo en la enfermedad renal crónica.    
El P, mayoritariamente en la forma de fosfato inorgánico (Pi), es un factor 
importante en la homeostasis celular y sistémica. Asimismo, es uno de los 
principales componentes del hueso, los fosfolípidos y los ácidos nucleicos, así 
como necesario para la generación de ATP, la señalización intracelular y el 
mantenimiento del pH.  
Cuando los niveles séricos de fosfato exceden los 2 mmol/L  (valores 
normales entre 1 y 1,5 mmol/L) se produce la hiperfosfatemia Por otro lado, la 
hiperfosfatemia y el consiguiente aumento del producto calcio x fósforo (Ca x P) 
en pacientes con insuficiencia renal están estrechamente relacionados con la 
calcificación de arterias coronarias, arterias periféricas y válvulas cardíacas (8) 
(9), y están significativamente ligados a la mortalidad en pacientes en 
hemodiálisis (10). Además, la hiperfosfatemia es el principal factor de riesgo para 
la mortalidad cardiovascular en pacientes con ERC (11, 12).   






En humanos, la mayoría del P (85%) se encuentra en el hueso, el 14% es 
intracelular y el 1% está en el fluido extracelular. La mayoría del P ingerido es 
absorbido por el tracto gastrointestinal, por transporte pasivo a través de los 
enterocitos o mediante un cotransportador de P dependiente de sodio (NaPi-2b) 
(13). Bajo condiciones normales, el 80-90% del P filtrado es reabsorbido en el 
túbulo proximal renal, principalmente a través de NaPi-2a (14). Aunque el riñón 
es el principal regulador de la homeostasis del P bajo condiciones normales, el 
hueso también sirve como un reservorio de P que puede contribuir a la regulación 
de P sérico mediante procesos de formación y resorción ósea (15).  
La regulación de los niveles de P depende fundamentalmente de la PTH, la 
fosfatonina FGF23, cuya función está íntimamente ligada a la proteína 
transmembrana Klotho, y del CTR. Estas moléculas actúan principalmente 
modulando la reabsorción renal y/o la absorción intestinal de P (15). PTH y 
FGF23, promueven la eliminación de P renal estimulando la internalización e 
inactivación del cotransportador NaPi-2a, y, de esta manera, disminuye la 
reabsorción renal de P (16). La PTH también estimula la liberación de Ca y P de 
los huesos a través del proceso de resorción. La proteína Klotho es un cofactor 
para FGF23, pero también promueve la fosfaturia independientemente de la 
inactivación de NaPi-2a (17). El CTR promueve la absorción intestinal de P por 
incremento de NaPi-2b. Todos estos sistemas actúan para mantener los niveles de 
P sérico en un estrecho rango, normalmente entre 2,8 y 4,5 mg/dl (18).  Uno de los 
primeros síntomas en la insuficiencia renal es el aumento sérico del P debido a la 
disminución de la función renal.   






La insuficiencia renal conduce a la alteración de la excreción de P y a la 
disminución en los niveles de klotho (19), aunque los niveles de P séricos se 
mantienen inicialmente en el rango normal por una regulación al alza de FGF23 y 
PTH (20).  Desafortunadamente, este mecanismo compensador se ve desbordado a 
medida que la función renal va declinando. Así, a medida que avanza la ERC, el 
filtrado glomerular disminuye y con ello se reduce la excreción de P. Además, el 
aumento en el remodelado óseo provocado por un exceso de PTH y la continua 
ingestión de P resulta en una marcada hiperfosfatemia.  
1.1.2. Homeostasis del calcio en la enfermedad renal crónica.    
El Ca en su forma ionizada además de ser un importante componente del 
hueso, es crucial para numerosos procesos fisiológicos, como señalización 
neuronal, contracción muscular o coagulación sanguínea. En humanos, el 99% del 
Ca se encuentra en el hueso y el 1% restante en sangre y en células. El 50 % del 
Ca en suero se encuentra unido a proteínas, por tanto la otra mitad del Ca está en 
forma ionizada. El Ca es absorbido en el intestino delgado, tanto por difusión 
paracelular como por mecanismos de transporte activo, y el 98% del Ca filtrado es 
reabsorbido por el riñón (21). Aproximadamente 500 mmoles de Ca intervienen 
en procesos de formación y resorción ósea al día.  
Los factores que controlan los niveles de Ca séricos son CTR, PTH, 
Klotho y calcitonina (21). El CTR favorece la absorción intestinal de Ca, reduce la 
excreción urinaria de Ca e incrementa la resorción ósea incrementando los niveles 
séricos de Ca. La PTH, incrementa los niveles de Ca séricos de forma indirecta al 
estimular la actividad de 1α-hidroxilasa en el riñón, incrementando así la 






producción de CTR y de forma directa inhibiendo la excreción urinaria de Ca y 
promoviendo la resorción ósea. Finalmente, Klotho también mantiene los niveles 
séricos de Ca estimulando la reabsorción de Ca en las células renales (22). En 
contraste, la calcitonina es una hormona hipocalcemiante que estimula la 
excreción urinaria de Ca e inhibe la reabsorción ósea. Estos complejos 
mecanismos sirven para mantener los niveles de Ca extracelular en un rango muy 
estrecho, de 9 a 10,5 mg/dl y el Ca iónico en 1,25 mM.  
En los enfermos renales, la hiperfosfatemia inhibe la actividad de la 
enzima 25-dihidroxivitamina D3-1α-hidroxilasa en el riñón, disminuyendo la 
producción de 1,25(OH)2D3 (CTR) a partir de 25(OH)D3 (calcidiol) (23). Por 
otra parte, el aumento de P plasmático determina un incremento de los niveles de 
FGF23, que es un inhibidor directo de la actividad 1α-hidroxilasa, contribuyendo 
al déficit de CTR. Los bajos niveles de CTR conducen a una situación de 
hipocalcemia (nivel sérico de Ca total menor de 8,5 mg/dL o 2,1 mmol/L en seres 
humanos). La hipocalcemia junto con la hiperfosfatemia estimula la secreción de 
PTH originando el desarrollo del hiperparatiroidismo renal secundario. 
1.1.3. Hiperparatiroidismo Secundario 
El hiperparatiroidismo secundario (HPT 2º) es una complicación común de 
la ERC que se produce como consecuencia de los desajustes en el metabolismo 
mineral con alteraciones en los valores de PTH, P, Ca y CTR (24, 25). 
La PTH participa en la regulación de la homeostasis mineral mediante los 
siguientes mecanismos:  






1. Disminuye la reabsorción de P en los túbulos renales. 
2. Incrementa la reabsorción de Ca en los túbulos renales. 
3. Libera Ca y P de los huesos.  
4. Estimula la síntesis de CTR aumentando indirectamente la absorción 
de Ca y de P a través del intestino (24). 
 
En la ERC este balance se encuentra alterado, los niveles en suero de CTR 
y Ca disminuyen y los de P aumentan.  La hiperfosfatemia estimula directamente 
la secreción de PTH (26) y la proliferación celular paratiroidea  (27). Asimismo, 
el descenso de Ca extracelular induce un aumento en la secreción de PTH con la 
finalidad de restablecer los niveles normales de Ca (28). Además, el aumento de 
PTH estimula la secreción de FGF23 (29, 30). 
En enfermos renales con HPT2º es bastante frecuente la generación de un 
hiperparatiroidismo terciario. En éste, las glándulas paratiroideas crecen de 
manera incontrolada originando una hiperplasia nodular paratiroidea. Los nódulos 
no responden a sus reguladores Ca, P y CTR; y el incremento de PTH estimula la 










1.1.4. Klotho y FGF23 
FGF23 y Klotho son proteínas clave para el control de la homeostasis del 
P y del Ca. FGF23 es una “fosfatonina” secretada por osteocitos y osteoblastos 
maduros. Tanto CTR (32) como la sobrecarga de P (31)se asocian con altos niveles 
séricos de FGF23.  
El principal órgano diana de FGF23 es el riñón, donde disminuye la 
síntesis renal de CTR (5). Este descenso en la síntesis de CTR resulta a la larga en 
un descenso de la calcemia que conlleva a un mayor incremento en la secreción de 
PTH. En condiciones de alto P, el FGF23 inhibe la reabsorción de P en el túbulo 
renal, convirtiéndose así en la principal hormona “fosfatúrica”. La finalidad de 
estos mecanismos es mantener la fosfatemia dentro de los niveles fisiológicos 
normales (33).  Otro órgano diana de FGF23 son las glándulas paratiroides. 
FGF23 regula directamente la producción de PTH inhibiéndola a través del 
receptor de FGF23 (FGFR) y del correceptor Klotho  (34).  
En cuanto a Klotho, dicha proteína se expresa principalmente en el riñón, 
pero también en la glándula paratiroides y en el epitelio del plexo coroideo 
(sistema nervioso central) (35). Klotho puede presentarse como una isoforma 
asociada a la membrana o bien en forma soluble, y se requiere para posibilitar la 
unión de FGF23 con su receptor (FGFR) fundamentalmente en el túbulo distal, 
aunque su efecto biológico se desarrolla fundamentalmente en el túbulo proximal 
(36).  






Los niveles plasmáticos de FGF23 aumentan progresivamente conforme la 
función renal disminuye, alcanzando niveles notablemente más elevados que los 
observados en la población normal (37). El aumento de FGF23 constituye un 
mecanismo regulador frente a la retención de P, contribuyendo a mantener los 
niveles de P en un rango normal. Asimismo, la deficiencia en Klotho observada en 
la ERC, que confiere resistencia renal al FGF23, también podría contribuir a los 
niveles elevados de FGF23 (38).  
 
Figura 2. Complejo proteico heterotrímero de Klotho, FGF23 y FGFR1 (39). 
Ha sido observado que ratones deficientes en klotho o FGF23 desarrollan 
importantes calcificaciones vasculares (CV) y de tejidos blandos (pulmones, 
vejiga, testículos, piel, músculo esquelético y cardíaco). La desregulación de 






FGF23 y klotho en estos roedores provoca un aumento en los niveles séricos de P, 
Ca y CTR, alterando el metabolismo mineral y favoreciendo el desarrollo de CV 
(40).  
2. LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN LA 
ENFERMEDAD RENAL CRONICA  
La ECV sigue siendo la principal causa de muerte en el mundo y es la 
responsable de más del 50% de la mortalidad en pacientes con ERC. De hecho, el 
riesgo de mortalidad en pacientes con enfermedad renal terminal es 20 ó 30 veces 
mayor que en la población general (41). 
Aunque la enfermedad renal suele considerarse como factor de riesgo 
independiente de la ECV, existe una relación patente entre ambas enfermedades 
que crece a medida que progresa el deterioro de la función renal (42). 
La ECV puede ser debida a distintos factores como la presencia de 
patógenos periodontales, el estrés oxidativo, la dislipemia, la diabetes, la 
hipertensión, el envejecimiento, factores inflamatorios o el estado urémico en 
enfermos renales, el cual lleva asociado algunos de los factores enumerados 
anteriormente. En relación a la ECV y la ERC se han publicado numerosos 
estudios en los que se establece una asociación entre el aumento de FGF23 y el 
riesgo de mortalidad por eventos cardiovasculares (43). 
Una de las principales complicaciones cardiovasculares que ocurren en los 
últimos estadíos de la ERC en la formación de CV. Se trata de una patología 






multifactorial caracterizada por la deposición de fosfato cálcico en forma de 
hidroxiapatita en tejidos cardiovasculares, como vasos sanguíneos, el miocardio y 
en las válvulas cardíacas (44). La hiperfosfatemia y el elevado producto Ca x P en 
pacientes con insuficiencia renal están estrechamente relacionados con la 
calcificación de arterias coronarias, arterias periféricas y válvulas cardíacas (8-10), 
y están significativamente ligados a la mortalidad en pacientes en hemodiálisis 
(10). 
En pacientes urémicos las CV se caracterizan por ser más prevalentes y 
extensas, progresar más rápidamente y aparecer a edades más tempranas que en la 
población general. Asimismo, las calcificaciones de las arterias coronarias tanto 
en la población general como en pacientes urémicos están fuertemente 
correlacionadas con la presencia de placa aterosclerótica (45, 46), la inestabilidad 
de dicha placa (47, 48) y con el incremento de riesgo de infarto de miocardio (49,   
50). En los pacientes con ERC y hemodiálisis, el grado de calcificación arterial es 
un factor predictor de enfermedades cardiovasculares  y mortalidad (51-53).   
Durante muchos años se pensó que las CV se debían a un proceso pasivo y 
a una enfermedad degenerativa sin opción de tratamiento (54). En las dos últimas 
décadas se ha demostrado que se trata de un proceso activo fuertemente regulado 
y que presenta una gran similitud al proceso fisiológico de la mineralización ósea 
(55-57). Además, se sabe que durante el desarrollo de las CV las células de 
músculo liso vascular (CMLV) sufren una transformación fenotípica hacia células 
de estirpe osteogénica (58, 59). En este sentido, existen importantes semejanzas 
entre el proceso de formación de las CV y la osteogénesis, ya que los mecanismos 






de osificación que ocurren en las CV son similares a los de la formación de hueso  
(61, 62). En cualquier caso, los mecanismos que conducen a la CV aún no están 
completamente definidos. 
2.1.    ESTRUCTURA DE LOS VASOS SANGUÍNEOS.  
Los vasos sanguíneos se clasifican en arterias, venas y capilares. Las 
arterias y las venas poseen una estructura ordenada, compuesta por tres capas 
concéntricas llamadas túnica íntima, túnica media y túnica adventicia. La túnica 
íntima es la más interna de las capas, y se compone de una capa de células 
epiteliales especializadas que constituye el endotelio. Debajo de la íntima está la 
capa subendotelial, una fina capa de tejido conectivo que no está presente en los 
vasos de menor calibre. Entre ambas capas se dispone la lámina basal. Los 
capilares sólo presentan una túnica íntima formada por células endoteliales 
apoyadas en su lámina basal. La túnica media está más desarrollada en las arterias 
que en las venas y se compone de capas concéntricas de células musculares lisas 
entre las cuales se interponen cantidades variables de elastina, fibras reticulares y 
proteoglicanos. Entre la túnica íntima y la media de las arterias está la lámina 
elástica interna, una capa formada por fibras de elastina. Dicha capa confiere 
elasticidad al vaso para extenderse y contraerse. La lámina elástica interna está 
menos desarrollada en venas. 







Figura 3. Ilustración de la estructura de los vasos sanguíneos. Las arterias presentan una túnica media 
bastante más desarrollada que las venas, mientras que en las venas la túnica adventicia es, frecuentemente, la 
capa más gruesa del vaso. Los capilares sólo presentan una túnica íntima formada por células endoteliales que 
se apoyan en su lámina basal. 
La capa más externa es la túnica adventicia, la cual está compuesta por un 
tejido conectivo laxo constituido por fibroblastos, fibras elásticas y fibras 
colágenas dispuestas paralelamente al eje longitudinal del vaso sanguíneo. Es la 
capa más prominente de las venas y está irrigada por vasos de pequeño calibre, los 
vasa vasorum. Entre la túnica media y la adventicia de las arterias se diferencia 
una capa limitante formada por elastina denominada lámina elástica externa. 
2.2. LA CÉLULA DE MÚSCULO LISO VASCULAR. 
El citoesqueleto de las células del músculo liso (CML) se compone de 
filamentos de actina y de filamentos intermedios de proteína fibrosa, además de 



















miosina. La red de filamentos de actina e intermedios está implicada en la 
preservación de la morfología de las CML (63). El citoesqueleto está organizado 
como una estructura geométrica que asegura que la tensión contráctil se distribuya 
uniformemente y el mantenimiento de la morfología y el fenotipo de las CML 
(64).  
Las CMLV forman parte de los vasos sanguíneos adultos y constituyen 
uno de los subtipos de las CML. Otros subtipos son las CML cardíaco y las CML 
viscerales. 
Las CMLV tienen una tasa de  proliferación extremadamente baja y 
expresan un repertorio de proteínas contráctiles, canales iónicos, y moléculas de 
señalización, claramente enfocados a su contractilidad (65). Estas células tienen la 
capacidad de contraerse o relajarse para alterar el diámetro de la luz de los vasos 
sanguíneos con el fin de regular la tensión arterial (66).  Además de su función 
contráctil, también interviene en procesos de reparación y su alteración juega un 
papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad vascular. 
2.2.1. Plasticidad fenotípica. 
 Las CMLV, a diferencia de las células de músculo estriado o de las del 
músculo cardíaco, retienen la capacidad de modular su fenotipo tras el desarrollo 
post-natal (67, 68). La plasticidad fenotípica de las CMLV maduras es una ventaja 
de supervivencia que poseen los organismos superiores como respuesta a cambios 
vasculares. Las CMLV poseen las propiedades de incrementar drásticamente las 
tasas de proliferación, migración y de aumentar la capacidad sintética (no 






contráctil) en la reparación vascular y en la angiogénesis. Por otro lado, este 
cambio hacia el fenotipo sintético suele estar relacionado con el desarrollo y/o 
progresión de la enfermedad vascular. Existen evidencias que muestran que 
cambios fenotípicos de las CMLV desempeñan un papel muy importante en un 
gran número de enfermedades, como hipertensión, estenosis arterial, cáncer, 
aneurismas y diabetes (65) 
Por tanto, las CMLV pueden tener fundamentalmente dos tipos de 
fenotipos, el contráctil y el sintético (66), aunque en respuesta a los distintos 
estímulos del entorno celular pueden adquirir también un fenotipo osteogénico 
(58). La morfología es un parámetro importante para la definición de los fenotipos 
de las CMLV. Las CMLV contráctiles son alargadas y fusiformes, mientras que 
las CMLV sintéticas son menos alargadas y poseen una morfología romboide. 
Además, por lo general las CMLV sintéticas exhiben mayores tasas de 
crecimiento y mayor actividad migratoria que las contráctiles (66). No obstante, 
para la diferenciación de fenotipos es más fiable el uso de marcadores específicos. 
El fenotipo osteogénico comparte algunas características con el fenotipo 
sintético, como es la pérdida de marcadores de CMLV, por ejemplo transgelina 
(SM22α), elastina, miosina de cadena pesada de músculo liso (MHC) y 
esmotelina. Ambos fenotipos (sintético y osteogénico) se diferencian en otros 
aspectos, pues el fenotipo osteogénico posee una baja proliferación celular, una 
mayor liberación de vesículas de matriz y mayores niveles de Cbfa1/Runx2 (58). 
 Los mecanismos por los cuales las CMLV adquieren un fenotipo particular 
son objeto prioritario de investigación en la actualidad.  














Figura 4. Plasticidad fenotípica de la CMLV. Principales diferencias entre los fenotipos contráctil, 
sintético y osteogénico.  
2.2.2. Proteínas miogénicas.  
 La α-actina de músculo liso, la calponina y la SM22α se encuentran entre 
los marcadores del fenotipo contráctil más relevantes, aunque también son 
considerados marcadores importantes la miosina de cadena pesada de músculo 
liso y la esmotelina. Algunas de estas proteínas están involucradas en la 
contracción de las CMLV, y la desaparición de proteínas asociadas al fenotipo 
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2.2.2.1 Alfa actina de músculo liso (α-SMA )  
La α-SMA es una proteína contráctil de cadena única y cuyo peso 
molecular es de 42 kDa. Dicha proteína se dispone de manera helicoidal en dos 
filamentos alrededor de la tropomiosina, y juega un papel importante en la 
contractilidad de las CMLV (70, 71).   
La α-SMA es el marcador más usado en la  identificación de CMLV y el 
primero en aparecer durante la diferenciación de CML, al segundo día del 
desarrollo embrionario (69). Estudios realizados in vitro en CMLV bovinas, 
demuestran que la inducción de la calcificación mediante la exposición, durante 
10 días, a concentraciones elevadas de  β-glicerofosfato implica la disminución de 
la expresión de α-SMA (58). Wang y colaboradores observaron que en arterias 
radiales calcificadas de pacientes con ERC, especialmente en las zonas de 
calcificación, la expresión de α-SMA se encontraba significativamente disminuida 
a la misma vez que aumentada la expresión de los marcadores osteogénicos (72).   
2.2.2.2 Calponina 
 La calponina tiene un peso molecular de 32 kDa y es una proteína clave 
para la funcionalidad de las CMLV. Es una proteína similar a la calmodulina que 
une los filamentos de actina con tropomiosina. Estudios in vitro acerca de la 
función de la calponina han revelado que esta proteína inhibe la actividad de la 
enzima Ca/Mg ATPasa, bloqueando el movimiento relativo de actina y miosina en 
ensayos de movilidad (73). Estos hallazgos indican que la calponina es un posible 
regulador de relajación de las CMLV.  






 Por otro lado, un trabajo publicado por Yoshikawa y colaboradores reveló 
que los roedores deficientes en calponina mostraban una aceleración de la 
formación ósea. En estos ratones la recuperación de las fracturas óseas fue más 
rápida que en los controles y también se encontró calcificación ectópica en los 
mutantes (74). Estos datos sugieren que la calponina podría regular negativamente 
la formación ósea. 
2.2.2.3 SM22α  
SM22α es una proteína con un peso molecular de 22 kDa que en CMLV 
contráctiles se asocia a los  filamentos de actina que se agrupan en el 
citoesqueleto. Esta proteína es el segundo marcador que aparece durante la 
diferenciación de células progenitoras a CML, y ha sido detectada durante el 
desarrollo embrionario en músculo liso, esquelético y cardíaco, pero durante el 
desarrollo postnatal se expresa exclusivamente en CML viscerales y vasculares 
(64, 69). Otras denominaciones de esta proteína son transgelina ó WS3-10. 
Esta proteína comparte secuencias de aminoácidos con otras específicas de 
CMLV, como la calponina. La expresión génica de SM22α se regula 
negativamente cuando la CMLV asume un fenotipo diferente al contráctil o 
cuando los procesos de transformación celular implican una drástica 
reorganización del citoesqueleto (75, 76). SM22α, así como calponina y α-actina, 
disminuye su expresión cuando las CMLV cambian del fenotipo contráctil al 
fenotipo osteogénico (59, 77). 






En un estudio llevado a cabo por Zhang y colaboradores en ratones 
deficientes en SM22α se observó que las CML eran histológicamente 
indistinguibles de CML de tejidos de roedores normales, a pesar de existir 
pequeños defectos en la organización de los filamentos de actina en los embriones 
de ratones deficientes en SM22α (64). Estos datos parecen indicar que SM22α no 
es imprescindible para el desarrollo normal y para las funciones homeostáticas 
basales de las CML.  
Por otra parte, en un estudio donde se llevó a cabo la ablación génica de 
SM22α en ratones hipercolesterolémicos deficientes en ApoE (Apolipoproteína E) 
se observó un incremento de la lesión aterosclerótica y un aumento en la 
proliferación de las CMLV (78). Estos resultados identifican un papel fundamental 
para SM22α en la regulación del fenotipo de las CMLV. 
2.3. TIPOS DE CALCIFICACION VASCULAR 
La calcificación de los vasos sanguíneos puede presentarse en la túnica 
íntima, en la túnica media o pueden observarse ambas conjuntamente, como 
sucede en la mayoría de pacientes con ERC (79, 80). 
Clásicamente, se han distinguido los tipos de calcificación arterial 
dependiendo de dónde se depositara el Ca. Así, la calcificación arterial se ha 
dividido en calcificación de la íntima (asociada a la placa de ateroma) (81) y en 
calcificación de la media (conocida como esclerosis de Mönckeberg), la cual está 
ligada a la rigidez vascular por mineralización de las fibras elásticas y la 
arteriosclerosis observada con la edad, diabetes y ERC (82). La primera estaría 






relacionada con un aumento de la deposición de lípidos y con la infiltración de 
células inflamatorias, mientras que en la segunda tendría más influencia el cambio 
de fenotipo de las CMLV hacia células más parecidas a osteoblastos.  
Sin embargo, algunos estudios sugieren que esta clasificación no sería tan 
clara y que ambas serían manifestaciones del proceso aterosclerótico, encontrado 
en los grandes vasos de pacientes con ERC (83). 
2.3.1. Calcificación de la íntima. 
 La calcificación en la túnica íntima está relacionada con la aterosclerosis 
(81, 84) y, aunque generalmente las placas ateroscleróticas están constituidas 
principalmente por una masa central grasa (ateroma) y una capa fibrosa (85), en 
pacientes con ERC hay también abundante CV. 
 El inicio de la formación del ateroma coincide con la aparición de una 
lesión o disfunción endotelial, producida por factores como la hiperlipidemia, 
tabaquismo, hipertensión arterial, o envejecimiento. Tras esta lesión inicial 
sobreviene un proceso inflamatorio que produce la atracción, adhesión y 
migración de monocitos y linfocitos T a través del endotelio (86). A continuación, 
se forma la estría grasa debido al acúmulo de ésteres de colesterol que atraen a los 
macrófagos. Las CMLV de la túnica media migran hacia la íntima, engrosando la 
pared arterial. Después se forma una capa fibrosa (87) que puede romperse 
provocando la aparición de un trombo y un accidente cardiovascular agudo (88).  
En el caso de pacientes con insuficiencia renal se forman pequeños 
agregados cristalinos de fosfato cálcico, los cuales se van uniendo dando lugar a 






formaciones mayores y poco uniformes. En algunas ocasiones, cuando la 
calcificación es muy extensa, se ha llegado a observar la presencia de matriz ósea 
en las placas ateroscleróticas (89, 90). 
2.3.2. Calcificación de la túnica media. 
La calcificación de la túnica media está asociada con la pérdida de 
elasticidad y es llamada también arterioesclerosis de Mönckeberg, la cual tiene 
lugar sobretodo como consecuencia del envejecimiento, la diabetes y la ERC (82).  
Fue descrita por primera vez en 1903 por J.G. Mönckeberg, quien la 
definió como un extenso acúmulo mineral en la túnica media de la pared de las 
arterias, y en ocasiones se extiende hasta la lámina elástica interna (91). Al 
contrario que la calcificación de la íntima, tiene lugar sin formación de placa de 
aterosclerosis (55). 
 
Figura 5. Calcificación vascular en la enfermedad renal crónica. Adapatado de Hruska K et al. (92)  






Inicialmente, este tipo de calcificación presenta depósitos lineales de 
fosfato cálcico en la túnica media, próximos a la lámina elástica. Cuando la lesión 
avanza, los depósitos se disponen a lo largo de la media formando anillos e 
incluso matriz ósea si la calcificación es muy extensa (55).  
Dentro de la CV de la media se incluye la denominada arteriolopatía 
urémica calcificante (CUA) que afecta a arterias de pequeño calibre y que sufren 
entre el 1 y el 4% de los pacientes en diálisis. La CUA tiene una presentación 
proximal (abdomen, muslo o glúteos) o distal (debajo de la rodilla o del codo) y se 
caracteriza por la aparición de lesiones cutáneas dolorosas, nódulos subcutáneos, 
isquemia tisular, y necrosis de la piel y del tejido subcutáneo de las manos y los 
pies. La CUA empeora considerablemente el pronóstico de los pacientes (93, 94).  
2.4. ELEMENTOS CELULARES Y MOLECULARES 
RESPONSABLES DE LAS CALCIFICACIONES VASCULARES.  
En la actualidad, el proceso de calcificación es considerado, además de un 
proceso pasivo de deposición de sales (inducido por niveles elevados de Ca y P), 
un proceso activo, mediado por células, el cual está estrechamente regulado por 
diferentes mecanismos que no son excluyentes entre sí (95).   
A continuación se enumeran diferentes factores que, en términos 
generales, conducen al proceso de calcificación y a la diferenciación osteogénica: 
factores externos inductores de la calcificación vascular, factores internos 
inductores de la diferenciación celular (transición fenotípica), pérdida de 






inhibidores de calcificación, liberación de complejos de nucleación, muerte 
celular o apoptosis y degradación de la elastina.  
2.4.1.  Factores inductores de las Calcificaciones Vasculares 
La mineralización es un proceso complejo conducido por factores 
inductores de la calcificación tanto en huesos como en la calcificación ectópica. A 
su vez, existen proteínas o factores de transcripción que actúan como inhibidores 
de este proceso de mineralización. Por tanto, cuando el equilibrio entre 
promotores e inhibidores se deshace a favor de los primeros, tiene lugar la 
mineralización de los tejidos (56). A continuación se describen los factores 
inductores más importantes que intervienen en el desarrollo de las CV. 
2.4.1.1. Calcio y fósforo  
En estudios llevados a cabo in vitro en CMLV, un aumento de los niveles 
de Ca hasta niveles de hipercalcemia (>2.6mM) produjo un aumento en la 
mineralización y una transición fenotípica (60). El efecto del Ca sobre el proceso 
de mineralización fue mediado por el cotransportador de Pi dependiente de Na, 
Pit-1. Si bien de forma aguda los niveles elevados de Ca no aumentaron la entrada 
de P, una exposición prolongada a Ca elevado indujo un aumento del ARNm de 
Pit-1, sugiriendo que el Ca elevado regula la sensibilidad al Pi en las CMLV. 
Resultados similares fueron observados por Proudfood y colaboradores, quienes 
encontraron que en cultivos de CMLV una exposición a altas concentraciones de 
Ca (1.8 a 5mM) indujo calcificación. El aumento concomitante en los niveles 
intracelulares de Ca, se asoció con una fosfatasa alcalina alterada y con niveles 






disminuidos de la proteína Gla de la matriz (MGP, del inglés Matrix gla protein). 
Asimismo,  niveles elevados de Ca estimularon la liberación de vesículas de 
matriz procedentes de CML humanas que potenciaron la mineralización (96). El 
uso de inhibidores del flujo de Ca (diltiazem y BAPTA)  bloqueó la 
mineralización de CMLV (97). Todos estos resultados indican que los niveles 
elevados de Ca en las CMLV tienen efectos promineralizantes, aumentando el 
producto Ca x P, y regulando diferentes mecanismos intracelulares que favorecen 
la mineralización de la matriz extracelular. 
Históricamente, niveles elevados de Ca sérico han sido asociados con 
mayor riesgo de infarto de miocardio, calcificación coronaria, y un aumento de 
espesor de placas. Más recientemente, una serie de estudios han demostrado entre 
la población con ERC una asociación entre niveles altos de Ca sérico y 
calcificación (98-100) lo que se traduce también con mayor disfunción 
cardiovascular o mortalidad. Esta asociación también resulta significativa con la 
comparación del producto Ca x P (101). Es interesante señalar que las 
hipercalcemias esporádicas son fenómenos relativamente frecuentes en pacientes 
en diálisis dada la intervención de factores como la composición del líquido de 
dializado, la terapia con vitamina D o la administración de quelantes de P basados 
en Ca. Las subidas de Ca, aunque esporádicas, en un entorno de P elevado son 
altamente perjudiciales (11, 101). Esta idea está respaldada por estudios clínicos 
que muestran cómo el uso de quelantes de P no basados en el Ca disminuían la 
calcificación vascular (102-104) y la mortalidad (102, 105). 
Por otro lado, diversos trabajos han comprobado que en cultivos in vitro de 
CMLV se puede inducir mineralización aumentando los niveles de fosfato en el 






medio. Cuando los niveles de fosfato del cultivo se elevan hasta niveles similares 
a los encontrados en individuos urémicos (> 2mM), la matriz extracelular que 
rodea a las CMLV desarrolla una mineralización con características similares a la 
observada en las calcificaciones vasculares y en el hueso in vivo, incluyendo la 
presencia de fibras de colágeno calcificantes, vesículas de matriz e hidroxiapatita 
(59, 106-108).  
Altas concentraciones de P inducen una transición fenotípica de CMLV in 
vitro, de manera simultánea al desarrollo de la calcificación pasiva, disminuyendo 
la expresión de marcadores de CMLV y aumentando la de marcadores 
osteocondrogénicos, como osteopontina (OPN), Runx2, fosfatasa alcalina ó 
BMP2 (106).  Estos cambios son muy similares a los que se observan en las 
arterias de los pacientes con ERC (107). Durante esta transición las CMLV, de 
fenotipo contráctil, se transforman en células de fenotipo osteogénico. Se piensa 
que este fenotipo osteogénico está preparado para reparar o adaptar a las CMLV a 
un microambiente mineralizante (107). 
Villabellosta y colaboradores evaluaron in vitro el proceso de calcificación 
inducido por P analizando la deposición de Ca y Pi (DCP) y estudiando los 
cambios osteogénicos durante este proceso. Estos autores sugieren que 
inicialmente la DCP es un fenómeno pasivo, que depende de la ausencia de 
inhibidores de la calcificación, y que impulsa después cambios osteogénicos que 
inducen la aparición de un depósito biomineralizado con una nanoestructura 
cristalina bien organizada y muy diferente de la nanoestructura cristalina de una 
mineralización exclusivamente pasiva (109, 110).  






En estas condiciones de alto P, las CMLV cambian su morfología y su 
patrón de crecimiento, formando nódulos calcificantes que se pueden observar al 
microscopio óptico usando la tinción de Von Kossa. La Figura 6 muestra la 
aparición de un nódulo calcificante inducido por P en las CMLV. Cambios 
similares se han observado in vivo en humanos y en modelos animales de 
calcificación vascular (58, 111). Estos datos confirman la importancia del P como 
molécula de señalización tanto en la transición fenotípica de CMLV como en la 
mineralización.   
 
Figura 6. Tinción von kossa realizada en cultivos de CMLV. La imagen “a” corresponde a células 
controles, y la “b” a células cultivadas con 2mM de fosfato, durante 10 días. Las zonas de color negro indican 
la existencia de depósitos de fosfato cálcico. La flecha señala un nódulo calcificante (112).  
Transporte de P en las células de Músculo Liso Vascular.  
 El Pi extracelular entra en la célula a través de los cotransportadores Pit-1 
y Pit-2 dependientes de sodio, incrementando el P intracelular y la expresión de 
genes relacionados con la mineralización (106). 






Existen tres tipos de cotransportadores de P dependientes de sodio; los de 
tipo I y II, predominantemente en riñón y epitelio intestinal, y los de tipo III (Pit-1 
y Pit-2), que se expresan en muchos tejidos y tipos celulares, incluyendo riñón, 
cerebro, corazón, hígado, pulmón, hueso y vasos (113).   
Jono y colaboradores demostraron en cultivos de CMLV que el transporte 
de P era dependiente de sodio y dependiente de la concentración de PO, 
sugiriendo la presencia de un cotransportador de P (Pit-1) dependiente de sodio en 
las CMLV, lo cual se confirmó mediante la utilización del ácido fosfonofórmico 
(PFA), un inhibidor específico de los cotransportadores de P dependientes de 
sodio. Al añadir PFA se inhibió el transporte de PO de forma dosis-dependiente y 
con ello la calcificación y la expresión de marcadores osteogénicos como 







Figura 7. Efecto de las concentraciones elevadas de P en las CMLV. El fosfato entra a través del 
cotransportador Pit-1 hacia el interior de la célula, eleva el P intracelular, y regula la expresión de Cbfa1, a la 
























Asimismo Li y colaboradores demostraron que la inhibición del transporte 
de P mediante ARNsi específico del Pit-1 en CMLV bloqueaba la expresión de 
marcadores osteocondrogénicos (113), tal y como sucedió con PFA en los estudios 
anteriores de Jono y colaboradores. Otros estudios in vivo han demostrado que el 
Pit-1 interviene en el desarrollo de las CV observando un aumento en la expresión 
génica de Pit-1 y Cbfa1 en las aortas calcificadas de ratas urémicas respecto a las 
aortas de ratas sanas (114).  
Un estudio realizado con osteoblastos también demostró la importancia del 
cotransportador Pit-1 en la mineralización de células osteocondrogénicas. En 
dicho estudio, los niveles de ARNm de Pit-1, pero no de Pit-2, incrementaron 
durante la diferenciación de los osteoblastos y la mineralización (115).  
Sin embargo, Villa-Bellosta y colaboradores han mostrado en diferentes 
estudios que el efecto del P sobre la calcificación puede ser independiente del 
cotransportador Pit-1, estando por el contrario el proceso de calcificación más 
relacionado con la producción de cristales calcio-fosfato que con la entrada 
intracelular de P (116).  
2.4.1.2. Calcitriol  
En términos generales, el CTR es considerado el agente terapéutico más 
utilizado para el tratamiento del hiperparatiroidismo secundario en la ERC. Sin 
embargo algunos estudios sugieren que el CTR puede inducir calcificaciones por 
dos vías: una vía directa, a través del receptor de vitamina D (VDR) de las CMLV 






(117), y una segunda vía indirecta, por provocar un aumento del producto Ca x P 
sérico (118, 119).  
Trabajos llevados a cabo por nuestro grupo y otros autores muestran que la 
administración de CTR a ratas con nefrectomía 5/6 produce tanto CV como 




Figura 8. Estructura molecular de la molécula de Calcitriol 
Las CMLV expresan receptores de vitamina D (VDR), que responden a la 
adición de CTR. En un estudio in vitro en CMLV bovinas, Jono y colaboradores 
observaron que el CTR ejercía un efecto estimulador sobre la calcificación a 
través de una inhibición directa de la expresión de la proteína relacionada con la 
hormona paratiroidea (PTHrP), un inhibidor endógeno de la calcificación 
vascular, y de la estimulación de la expresión de marcadores osteogénicos como 
es la fosfatasa alcalina (117)  






 Los efectos negativos del CTR sobre las CV descritos refuerzan la 
intención de buscar análogos que ejerzan un control del hiperparatiroidismo 
similar al CTR pero con menor efecto sobre el incremento de los niveles séricos 
de P y CV. En este sentido el paricalcitol (PC), aunque es 3 veces menos efectivo 
que el CTR en el control del hiperparatiroidismo, disminuye hasta 10 veces la 
absorción de Ca del intestino, disminuyendo también el producto Ca x P y las CV 
(120, 124).   
 Un estudio con ratones LDLR -/- a los cuales se les indujo ERC mediante 
nefrectomía y una alimentación con una dieta alta en calorías demostró que tanto 
el CTR como el PC, utilizados a la concentración mínima necesaria para inhibir la 
secreción de PTH, desempeñaron un papel protector en las CV. Datos publicados 
por nuestro grupo de investigación han mostrado que paricalcitol y no calcitriol 
disminuye la CV en ratas nefrectomizadas alimentadas con una dieta alta en P 
durante 14 días (124). Sin embargo, otros autores han mostrado que 
concentraciones altas de ambos compuestos resultaron en la inducción de 
calcificación aórtica, lo cual parece indicar la existencia de un comportamiento 
bimodal de CTR y PC dependiente de la concentración que influye en el 
desarrollo de las CV (125).  
2.4.1.3. Suero urémico y citoquinas pro-inflamatorias 
Los pacientes con ERC presentan un menor aclarado renal; y la diálisis 
sólo elimina parcialmente algunas toxinas urémicas, por lo que éstas tienden a 
acumularse en el suero pudiendo influir en el desarrollo de CV (24). 






En un estudio donde se cultivaron CMLV provenientes de aorta bovina en 
presencia de suero humano normal, versus  suero proveniente de pacientes en 
diálisis desde al menos 2 años se observó que el suero urémico promovía la 
calcificación de estas células induciendo la expresión de osteopontina, un 
marcador temprano de la diferenciación a osteoblasto. Estos resultados sugieren 
que, además de la hiperfosfatemia, otros factores incrementados en la uremia 
pueden estar implicados en la aparición de CV y la progresión de la ERC (126). Es 
el caso de las toxinas urémicas, como el p-cresol y el indoxil sulfato. En el 
contexto de la enfermedad renal crónica, el aumento de indoxil sulfato produce un 
aumento del estrés oxidativo y del estado inflamatorio (127) y un aumento de las 
calcificaciones (128). Al igual que el p-cresol induce la producción de EROs y de 
moléculas inflamatorias  (129), y está estrechamente relacionado con la aparición 
de calcificaciones (130).  
 Las citoquinas proinflamatorias, muy abundantes en el suero del paciente 
urémico, también parecen tener un importante papel en el desarrollo de CV. Tintut 
y colaboradores observaron in vitro que la incubación de células vasculares 
calcificantes (CVC) con concentraciones crecientes de TNFα condujo a un 
incremento dosis-dependiente de la actividad de la fosfatasa alcalina y a la 
aparición de depósitos minerales en dichas células (131). Estos mismos autores 
observaron que la actividad de la fosfatasa alcalina alcanzó niveles 
significativamente mayores en co-cultivos llevados a cabo con CVC y monocitos 
respecto a cultivos de CVC sin monocitos (132). Por otro lado, en estudios 
realizados con células mesenquimales se ha observado que la administración de 
TNFα estimula la expresión de BMP-2 a través de la activación de NFκβ 






dependiente de IKKα y IKKβ (133). Asimismo, la estimulación in vitro de 
macrófagos con cristales de fosfato cálcico produce la liberación de TNFα, IL-1 e 
IL-8 (134). 
2.4.2. Genes y proteínas implicadas en la diferenciación osteogénica 
La CV es un fenómeno activo que se asemeja al desarrollo de células del 
hueso y donde las CMLV van adquiriendo características fenotípicas de 
osteoblasto (62, 95, 106). Este proceso de diferenciación está sujeto a la regulación 
de genes osteogénicos en respuesta a señales mecánicas, morfogenéticas, 
metabólicas, inflamatorias y de naturaleza endocrina (62).  
Entre la proteínas inductoras de diferenciación osteogénica destacan: 
Runx2, Msh Homeobox 2 (Msx2), Proteína morfogenética ósea 2 (BMP2), BMP-
4, Distal-less homeobox 5 (Dlx5), Osterix (Sp7), etc. Otras proteínas expresadas 
por osteoblastos e inducidas por la actividad de estos factores de transcripción 
osteogénicos son: Osteocalcina (OC ó BGP), Sialoproteína Ósea (BSP), Fosfatasa 
Alcalina, Colageno tipo I u Osteopontina. 
2.4.2.1. Runx2  
Runx2 también denominado Cbfa 1, Osf2, AML3 o PEBP2α-A, es uno de 
los tres miembros de la familia de factores de transcripción relacionados con el 
dominio Runt, y es esencial para la osteogénesis y para la condrogénesis (135). 
Estos factores de transcripción regulan, de manera positiva o negativa, la 
expresión de genes relacionados con la diferenciación celular osteogénica y con 
numerosas patologías, como la mineralización ectópica o la progresión y 






metástasis de algunos tumores (136, 137). Dicha regulación es llevada a cabo a 
través de la unión de dicho factor a secuencias específicas de ADN.  
El primer experimento que indicó que Runx2 podría actuar como un factor 
de diferenciación del linaje osteoblástico se hizo en 1997 (138). En dicho 
experimento se observó que la expresión de Runx2 en células no osteoblásticas, 
como fibroblastos primarios, activaba la transcripción de sialoproteína ósea 
(BSP), osteopontina y osteocalcina, una proteína cuya expresión es principalmente 
regulada por Runx2 en osteoblastos totalmente diferenciados (139). Roedores 
deficientes en Runx2 exhiben una pérdida total de osificación, tanto endocondral 
como intramembranosa, debida a una notable ausencia de osteoblastos (140, 141).  
Por otro lado, en relación a la regulación de la expresión de Runx2, se ha 
descrito que está negativamente regulado por otros factores de transcripción, 
como Msx2 (142) y  Bapx1 (143). Además, Runx2 contiene sitios de unión 
funcionales para sí mismo, de tal manera que una vez que el gen se ha activado 
por otro factor, la proteína que se produce “autoactiva” al mismo gen de una 
manera exponencial. De esta forma, se puede entender la “explosión” que se 
produce en la expresión de Runx2 durante el desarrollo postnatal, pues el intervalo 
de tiempo que separa la ausencia total de expresión y el nivel máximo de la misma 
es menor de 12 horas (144).  
En los últimos años se ha relacionado la expresión de Runx2 con la 
diferenciación osteogénica de las CMLV. Sin embargo, los mecanismos 
moleculares por los cuales Runx2 regula las CV no están del todo clarificados. 
Tanaka et al demostraron que Runx2 reprime la expresión génica de marcadores 






de CML y promueve la expresión génica de marcadores osteogénicos en aorta 
humana (135). Runx2 interactúa físicamente con el factor de respuesta al suero 
(SRF) y afecta al complejo ternario SRF/miocardina, disociando la miocardina de 
la cromatina, lo que evita totalmente la actividad transcripcional de ésta, por lo 
que se concluye que Runx2 es un factor crucial para la transición osteogénica de 
las CMLV.   
2.4.2.2. BMP2 
La proteína morfogenética de hueso 2 (BMP2) forma parte de la 
superfamilia del Factor de Crecimiento Tumoral β (TGF-β) y fue identificada 
originalmente como una proteína inductora de la formación ectópica de hueso 
(145). La unión de BMP2 a su receptor, un homodímero compuesto por BMPR2 
de tipo I y de tipo II, resulta en la fosforilación y activación de  BMPR2 tipo I y 
de proteínas de la familia SMAD que en el núcleo inician la transcripción de 
genes de respuesta. Por tanto, BMP2 es un potente inductor de la diferenciación 
celular osteocondrogénica a través de una señalización intracelular mediante 
Smad1, Smad5 y Smad8, a los que hay que añadir Smad4 como cofactor de 
transcripción. Por otra parte, también se ha demostrado que la supresión en 
roedores de Smad6, inhibidor en la cascada de señalización de BMP2, resultó en 
calcificación ectópica (146).  










Figura 9. Vía de señalización de BMP2. Adaptado de Yang (147) 
La proteína BMP2 se localiza en áreas de mineralización en las arterias y 
en diversos tipos celulares, como osteoblastos, condrocitos, células T, células 
endoteliales y CMLV (148, 149). La secreción de BMP2 por células T y células 
endoteliales promueven de manera paracrina la diferenciación osteogénica y la 
mineralización de células adyacentes (CMLV o células satélite) (150-152).  
 En la diferenciación de células mesenquimales hacia células osteoblásticas 
la proteína BMP2 induce la expresión de factores de transcripción críticos para la 






mineralización como Runx2 y Msx2 (153, 154). El efecto promineralizante de 
Msx2 se produce mediante la regulación positiva de osterix (SP7), un regulador 
transcripcional global de la mineralización y de la diferenciación osteoblástica, 
cuya actividad es esencial para la inducción de la fosfatasa alcalina y la 
mineralización por la vía de Runx2 (155).  
El tratamiento con BMP2 incrementa la calcificación inducida por alto P 
en CMLV. Sin embargo, la adición de BMP2 no promueve la calcificación en 
condiciones normales de P, indicando que la acción de BMP-2 como inductor de 
las calcificaciones vasculares depende de la presencia de P en concentraciones 
elevadas. Además, BMP-2 estimula la calcificación debido al aumento del 
cotransportador Pit-1 de manera dosis-dependiente, promoviendo la 
diferenciación osteogénica a través de un aumento de Runx2 y de la inhibición de 
SM22 (156). Por otra parte, el bloqueo de la acción de BMP2 mediante el uso in 
vivo e in vitro de noggin, un antagonista de esta proteína, inhibe la diferenciación 
osteoblástica y la mineralización de las CMLV (157), así como la deposición de 
Ca y la diferenciación osteogénica en células mesenquimales (158). 
Diversos estudios atribuyen a los microARNs (pequeñas secuencias no 
codificantes de ARN que silencian la expresión génica) un papel en el proceso de 
calcificación; de manera que determinados microARNs (miARNs) han sido 
implicados en el proceso de desdiferenciación de las CML (159). En un estudio 
reciente Balderman et al, demuestran que en células de músculo liso de arterias 
coronarias humanas, la administración de BMP2 produjo una disminución de la 
expresión de los miARNs-30b y 30c, los cuales se unen a la región 3´ UTR de 






Runx2 para regular su expresión, aumentando así la expresión de Runx2 y 
promoviendo la calcificación (160). 
Se ha demostrado que inflamación, estrés oxidativo e hiperglucemia 
regulan la expresión de BMP2 en tejidos vasculares (161, 162). Las células 
endoteliales vasculares son las principales dianas de las citoquinas 
proinflamatorias, como el TNFα, induciendo calcificación sobre las células 
vasculares calcificantes (CVC) (131). En este contexto, TNFα incrementa la 
expresión de BMP2 en células endoteliales (163, 164). Además, Buendía y 
colaboradores demostraron que el TNFα inducía la liberación de micropartículas 
en células endoteliales que contenían cantidades significantes de BMP2, 
potenciando la osteogénesis en CMLV y la calcificación (152). De esta manera, 
bajo condiciones inflamatorias, la proteína BMP2 liberada por las células 
endoteliales podría actuar sobre las CMLV adyacentes induciendo diferenciación 
osteocondrogénica y resultando en calcificación arterial. Además, se sabe que la 
elevación de los niveles séricos de TNFα y otras citoquinas en pacientes con ERC 
está asociada con complicaciones comunes, como estrés oxidativo, disfunción 
endotelial,  dislipidemia y niveles séricos elevados de BMP2 (165).   
2.4.2.3. Msx2 
Msx2 es un miembro de la familia de genes homeobox cuya proteína actúa 
como un regulador transcripcional en el desarrollo del hueso. Según Shimizu y 
colaboradores, Msx2 es un factor osteogénico expresado por CMLV durante la 
calcificación vascular (166). Lee y colaboradores sugieren que el TNF-α 
promueve la expresión de Msx2 a través de la ruta NFκB, y a continuación Msx2 






induce la expresión de fosfatasa alcalina, factor clave en la mineralización de las 
CMLV (167). 
Para Shao y colaboradores, Msx2 aumenta la expresión de agonistas de 
Wnt, suprime Dkk1, promueve la localización nuclear de β-Catenina y activa la 
actividad transcripcional de los factores TCF/LEF (168).  
Para evaluar la señalización de BMP2 y Msx2 en la calcificación vascular, 
Cheng y colaboradores trabajaron con miofibroblastos aórticos primarios, los 
cuales expresan marcadores de CMLV y son capaces de diferenciarse a adipocitos 
o a osteocitos. Estas células experimentaron una diferenciación osteogénica 
cuando son tratadas con BMP2 debido al aumento de Msx2. Efectos similares son 
encontrados cuando son transfectadas con virus portadores de Msx2. Msx2 mejora 
la diferenciación osteogénica en sinergia con BMP2. Además, marcadores de 
adipocitos se suprimen de forma concomitante. Por lo tanto, los miofibroblastos 
aórticos se pueden desviar al linaje osteogénico frente a la diferenciación 
adipogénica por la señalización BMP2-Msx2, la cual contribuye a la 
calcificación(169). 
2.4.2.4. Osteocalcina 
La osteocalcina, es una hormona peptídica  producida por osteoblastos 
(170) y que puede unirse a la hidroxiapatita. La osteocalcina se encuentra en la 
matriz ósea, la dentina y en tejidos osificados, por lo que se usa como marcador en 
el proceso de formación del hueso. Esta hormona interviene en la homeostasis de 






iones de Ca y tiene una vida media muy corta, pues se metaboliza rápidamente en 
el hígado y el riñón.  
Alrededor del 20% de la osteocalcina sintetizada no se incorpora al hueso, 
pasando a la circulación sanguínea. En la insuficiencia renal aguda y en aquellas 
patologías donde se produce un incremento en la formación de hueso se observan 
incrementos de osteocalcina. En estos casos las concentraciones de osteocalcina 
correlacionan bien con otros marcadores, como la fosfatasa alcalina (171).  
Durante el tratamiento con fármacos anabólicos contra la osteoporosis, 
tales como la teriparatida, se han observado niveles séricos altos de osteocalcina 
correlacionados con el aumento de la densidad mineral ósea. En muchos estudios, 
la osteocalcina se utiliza como un biomarcador preliminar sobre la eficacia de un 
fármaco en la formación de hueso. Por ejemplo, la osteocalcina fue utiliza como 
trazador de osteogénesis en un estudio cuyo objetivo fue evaluar la eficacia de una 
glicoproteína llamada lactoferrina sobre la formación de hueso (172).   
2.4.3. Pérdida de factores inhibidores de la calcificación.  
 En condiciones normales los niveles fisiológicos de calcio y fosfato en 
sangre se sitúan cerca de la saturación, lo que parece indicar que en condiciones 
fisiológicas existen mecanismos fisiológicos que previenen una posible 
calcificación ectópica (95). Por este motivo la mayoría de tejidos, incluyendo los 
vasos sanguíneos, contienen factores inhibidores de la calcificación. A menudo la 
pérdida de estos inhibidores permite el inicio y la progresión de la calcificación en 
tejidos no óseos (173, 174). 






 Entre las moléculas con efecto inhibidor de las calcificaciones extra óseas 
se encuentran: proteína GLA de matriz (MGP), OPN, fetuína-A o pirofosfato. La 
importancia de estas proteínas en la inhición de la calcificación ectópica ha sido 
puesta de manifiesto con los modelos de ratones knockout (175). Por otro lado se 
observa que pacientes en diálisis presentan niveles reducidos de fetuína-A en 
suero (176) y en personas con calcificaciones se observa MGP descarboxilada en 
la media de arterias alrededor de las zonas calcificadas (177). A continuación, se 
detallan algunas de las principales proteínas inhibidoras de la calcificación 
vascular. 
2.4.3.1. MGP  
La proteína GLA de matriz (MGP) es una proteína de bajo peso molecular 
(12,5 kDa) que se encuentra en huesos, cartílago, riñón, válvulas cardíacas, en la 
adventicia y la media de las arterias, en el suero y en  las vesículas de matriz, 
donde actúa limitando la mineralización (178, 179). Tanto MGP como osteocalcina 
contienen residuos glutamato que son carboxilados postraduccionalmente 
mediante la enzima gamma-glutamil carboxilasa dando lugar al residuo γ-
carboxiglutámico (Gla). Dicha reacción de carboxilación depende de la vitamina 
K y se produce también en el hueso a niveles relativamente constantes durante el 
desarrollo y en la vida adulta (106). 






Figura 10. Esquema de la γ-carboxilación de los residuos de ácido glutámico. Este proceso 
tiene lugar por la acción de una carboxilasa que utiliza como cofactor a la vitamina K. 
MGP participa en un mecanismo homeostático regulador destinado a 
controlar y limitar la mineralización. En cultivos de CMLV in vitro la expresión 
de MGP se incrementa cuando los niveles de Ca extracelular aumentan (106). 
Schoppet y colaboradores comprobaron en estudios llevados a cabo en roedores 
que la deleción del gen de la MGP (MGP-/-) produce una calcificación 
inapropiada del cartílago y, a consecuencia de la ruptura espontánea de la aorta 
calcificada, mueren semanas después de haber nacido. La pérdida de MGP 
permite que BMP2 incremente su actividad, y esto podría inducir una conversión 
condrocítica de la CMLV (95, 179). Estos resultados podrían indicar que la 
proteína MGP inhibe directamente la formación de depósitos minerales en los 
vasos sanguíneos. Sin embargo, estos roedores manifiestan osteopenia, fracturas, 
baja estatura y una calcificación inapropiada de las epífisis en los huesos largos. 
Por tanto, podría ser que MGP regule indirectamente la mineralización mediante 
efectos en la diferenciación celular, ya que esta proteína tiene la capacidad de 






inhibir la diferenciación osteogénica de las células mesenquimales, mediante el 
secuestro de BMP2, con el que MGP forma un complejo e impidiendo la 
interacción de BMP2 con sus receptores (106).  
Para formar el complejo BMP2/MGP es necesaria la γ-carboxilación. Por 
tanto, la funcionalidad de MGP depende de la γ-carboxilación a través de la 
vitamina K (Figura 9). La mayoría de la MGP producida en los sitios de lesiones 
vasculares se encuentra no-γ-carboxilada y, por lo tanto, es ineficaz para formar el 
complejo BMP2/MGP. Esto conlleva que MGP sea incapaz de neutralizar la 
actividad procalcificante de BMP2. Igualmente, el grado de γ-carboxilación de 
MGP influye en la mineralización extraósea. Una γ-carboxilación insuficiente, 
más que la cantidad de MGP en sí, aumenta el riesgo de calcificación (106). 
Además, MGP es transportada por fetuína-A en su forma más γ-carboxilada, 
sugiriendo que la γ-carboxilación es esencial para dicha unión  (180). Por otro 
lado, otro dato interesante es que la warfarina, un fármaco comúnmente utilizado 
en pacientes con ERC, actúa como inhibidor de la γ-carboxilación de la MGP. Por 
tanto, el uso de la warfarina supondría un factor de riesgo potencial para el 
desarrollo de arteriolopatía urémica calcificante (179).  
2.4.3.2. Osteopontina 
La osteopontina, conocida también como BSP-1 o BNSP, es una 
fosfoproteína ácida constituida en humanos por unos 314 aminoácidos, donde 
aproximadamente el 30-36% de éstos presentan grupos carboxilo libres (ácidos 
aspártico o glutámico). 






La osteopontina se expresa normalmente en tejidos mineralizados, como 
huesos y dientes, y se ha identificado en abundancia en focos de calcificación de 
placas ateroscleróticas y en válvulas aórticas calcificadas (95), aunque no se 
encuentra en aortas normales. Estos descubrimientos apuntan a que la OPN pueda 
ser un regulador de la deposición mineral en CMLV (95). 
La osteopontina está implicada en el control de la mineralización, 
actuando como un inhibidor del crecimiento de cristales de hidroxiapatita. Dicha 
proteína interacciona fuertemente con el Ca de la hidroxiapatita, marcándolo para 
que posteriormente sea reconocido por los osteoclastos mediante una integrina 
específica, permitiendo así que estas células puedan ejercer su función resortiva 
sobre el hueso durante el proceso de calcificación (181). Asimismo, estudios 
llevados a cabo con ratones deficientes en OPN mostraron que tenían de 5 a 10 
veces más preosteoclastos en el bazo y en la médula ósea que ratones normales. 
Resulta lógico pensar que la osteopontina tenga un papel clave sobre la función de 






Figura 11. Mecanismo de acción de la osteopontina. La OPN unida a la hidroxiapatita interacciona con la 
αvβ3-integrina de los osteoclastos y, de esta forma, permite la resorción mediante estos de la mineralización. 






Estudios in vitro llevados a cabo con CMLV demuestran que la OPN 
fosforilada inhibe directamente la deposición mineral, bloqueando de esta manera 
el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita. Esto sugiere que la fosforilación 
de OPN es necesaria para desempeñar su función inhibidora de la calcificación de 
los vasos sanguíneos. Sin embargo, hay que destacar que in vivo la OPN (no 
fosforilada) promueve la calcificación en los huesos. (112, 183).  
2.4.3.4. Fetuína-A 
 La fetuína-A, o Alpha-2-HS-glycoprotein,  es una glicoproteína de 367 
aminoácidos que es producida por el hígado. Su concentración sérica normal está 
comprendida entre 0,5 – 1 g/L  en humanos. Esta proteína limita, en parte, la 
formación y expansión de los cristales de hidroxiapatita debido a la formación 
transitoria de un complejo esférico coloidal soluble de fetuína-A, calcio y fosfato 
(184), cuya función es transportar y eliminar depósitos insolubles de fosfato 
cálcico formados en tejidos blandos (calcificaciones ectópicas) (185). Estudios in 
vivo han demostrado que ratones deficientes en fetuína-A desarrollan 
considerables calcificaciones en corazón, pulmón, piel y riñón, aunque no 
desarrollan calcificación arterial (186, 187). Otros estudios realizados con 
pacientes en diálisis han establecido una relación entre las CV y bajas 
concentraciones séricas de fetuína-A (176, 188).  
2.4.3.3. Pirofosfato 
 El pirofosfato inorgánico es el producto de muchas reacciones fisiológicas 
y que por tanto se encuentra presente en la sangre y en la orina. Este producto 






inorgánico puede prevenir la formación de sales cálcicas ectópicas y regular la 
mineralización del hueso en condiciones normales.(189, 190). Así, en estudios 
llevados a cabo en ratones con una mutación en el gen nucleótido 
pirofosfatasa/fosfodiesterasa I (NPP1), la cual implica que estos roedores sufran 
una deficiencia en pirofosfato, se observa calcificación del cartílago articular, y 
una extensa CV (191). 
Un estudio llevado a cabo por O´Neill y colaboradores mostró que la 
administración intraperitoneal de pirofosfato en ratas normales alimentadas con 
una dieta alta en fosfato y adenina reducía el contenido de Ca en aortas 
calcificadas respecto a ratas no tratadas con pirofosfato. En este mismo trabajo 
también se observó cómo el pirofosfato administrado por vía intraperitoneal 
provocaba una menor incidencia y menor cantidad de Ca en ratas urémicas 
tratadas con CTR respecto a ratas a las que no se les administró pirofosfato (192). 
Otros autores han demostrado que el pirofosfato inhibe la calcificación aórtica en 
ratas a las que se les suministraron altas  dosis de CTR (193, 194). La 
pirofosfatasa, enzima encontrada a altas concentraciones en los focos de 
calcificación, destruye las moléculas de pirofosfato facilitando la calcificación 
(193, 195). Por tanto, en humanos se ha establecido una relación directa entre bajos 
niveles de pirofosfato en plasma y una extensa calcificación arterial (196).  
 Un estudio realizado por Lomashvili y colaboradores con explantes de 
aorta dañados mecánicamente, demostró que el cultivo con alto P induce un 
incremento de la calcificación. La presencia de pirofosfato evitó la calcificación 
de estas aortas (197). Por el contrario, aortas normales (sin daño mecánico) 






incubadas con alto P no calcificaron, pero al añadir al medio de cultivo fosfatasa 
alcalina o pirofosfatasa inorgánica (enzima que degrada el pirofosfato) observaron 
una significativa calcificación (197). Estos resultados apuntan a que el pirofosfato 
se encuentra presente en la pared de los vasos sanos en condiciones normales y 
que desarrolla un importante papel en la regulación de la transdiferenciación de 
las CMLV hacia el linaje osteogénico.    
2.4.4. Micropartículas y Apoptosis  
 
Las micropartículas y los cuerpos apoptóticos desempeñan un papel 
importante en la calcificación. Ambos pueden actuar como sitios de iniciación 
para la cristalización de la hidroxiapatita y la mineralización. Dicha situación 
podría ser controlada mediante la fagocitosis de las micropartículas o de los 
cuerpos apoptóticos, eliminando así el “nido” de formación de cristales de 
hidroxiapatita (97). En los vasos sanguíneos sanos probablemente no se forman 
estos nidos de iniciación de la calcificación, al ser fagocitados de manera 
eficiente. Sin embargo, si el daño sobre las CMLV es alto y prolongado, la 
fagocitosis puede estar limitada siendo más probable la aparición de la 
calcificación  (Figura 12). Es muy importante también resaltar que, en condiciones 
normales, las vesículas liberadas por las CMLV contienen inhibidores de la 
calcificación como MGP y fetuína-A, mientras que en condiciones patológicas, 
con estímulos calcificantes, las vesículas además de poseer propiedades 
mineralizantes disminuyen o pierden el contenido de inhibidores de la 
calcificación (97, 198). 















Figura 12. Mecanismo de calcificación producido por cuerpos apoptóticos y micropartículas en las 
CMLV. Estímulos externos como niveles altos de Ca y/o P promueven la liberación de micropartículas y 
cuerpos apoptóticos por parte de las CMLV que al ser fagocitados inducen el desarrollo de calcificaciones. 
 
Las micropartículas son liberadas por las CMLV cuando éstas son dañadas 
por distintos estímulos, como hipertensión, aneurismas, aterosclerosis, elementos 
tóxicos, inflamación, etc. Estudios realizados in vitro muestran que niveles altos 
de Ca y de P en el medio de cultivo inducen la liberación de micropartículas por 
parte de las células (96, 199). Además, altas concentraciones de P propician la 
muerte de CMLV y, con ello, la liberación de cuerpos apoptóticos.  
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Sage y colaboradores demostraron que los nanocristales de fosfato cálcico, 
formados por la presencia de altos niveles de fosfato inorgánico, estimulan la 
expresión de genes que favorecen la calcificación y la diferenciación celular (200). 
Además, los nanocristales también inducen apoptosis en CMLV cultivadas in 
vitro en condiciones libres de suero (201).   
Como se ha comentado previamente, los cuerpos apoptóticos juegan un 
importante papel en el desarrollo de las CV. En un estudio llevado a cabo con 
CMLV, Proudfoot y colaboradores  observaron que la calcificación inducida por 
niveles elevados de P estaba mediada por cuerpos apoptóticos, los cuales actuaban 
como estructuras de nucleación (202). Son y colaboradores observaron que cuando 
las CMLV fueron tratadas también con estatinas la calcificación fue 
significativamente menor que en las CMLV incubadas sólo con fosfato alto (203). 
El efecto inhibitorio sobre la calcificación se atribuye a que las estatinas previenen 
de la apoptosis celular.  
2.4.5. Degradación de la elastina.  
Las laminillas elásticas que están formadas principalmente por elastina 
amorfa son el componente principal de la capa media de la aorta, además de las 
CMLV. La elastocalcinosis se caracteriza por la deposición de hidroxiapatita en 
las laminillas elástica de arterias, lo que favorece la degradación de la elastina. Por 
otra parte, la elastina degradada tiene una alta afinidad por el Ca (204) y esta 
degradación de la elastina se produce en paralelo con la elastocalcinosis, lo que 
sugiere una estrecha relación entre ambos eventos (205). Por lo tanto, la 
calcificación de la capa media puede incluir al menos dos mecanismos: el proceso 






osteogénico en CMLV, que se refiere a la transformación de CMLV en células 
similares a osteoblastos, y la elastocalcinosis, donde está implicada la degradación 
de la elastina. Sin embargo, se sabe poco acerca de la interacción entre el proceso 
osteogénico en CMLV y la elastocalcinosis asociado con la degradación de la 
elastina.  
Para Hosaka y colaboradores la degradación de la elastina también acelera 
la calcificación inducida por P en CMLV “in vitro” (206). Pai y colaboradores 
muestran cómo el cambio de fenotipo de las CMLV y la degradación de elastina 
preceden a la calcificación de la media arterial en un modelo de ERC en ratones 
(207). 
 
3. RUTAS MOLECULARES DE SEÑALIZACIÓN DURANTE 
EL PROCESO DE CALCIFICACIÓN  
Actualmente el desarrollo de CV es considerado un proceso activo si bien 
los mecanismos moleculares que subyacen a éste no están aún del todo 
esclarecidos. No sabemos con certeza cuantas rutas de señalización intervienen, 
cómo interactúan entre ellas o si existe un elemento clave que la active o inhiba. 
Resulta razonable pensar que algunos de los factores clave que disparan el 
inicio de la calcificación puedan estar estrechamente relacionados con la 
alteración de importantes rutas bioquímicas implicadas en la osteogenesis. Una de 
estas principales rutas es la ruta canónica Wnt/βCatenina. Dicha ruta es clave 
durante el proceso de diferenciación de células madre mesenquimales de médula 






ósea hacia osteoblastos (208, 209). La alteración de esta ruta ha sido asociada con 
el proceso de CV. Shao y colaboradores demostraron que la activación de esta 
ruta alteraba la expresión de BMP2 y Msx2 promoviendo con ello la calcificación 
arterial (210). Otros autores han observado que la activación de la ruta Wnt/β-
catenina juega un papel crucial en la diferenciación de células intersticiales de la 
válvula aórtica a osteoblasto y en la calcificación de dicha válvula aórtica (211). 
Un trabajo de Kirton y colaboradores señala que la estimulación 
osteocondrogénica de pericitos mediante TGF-β3 ocurre a través de la ruta Wnt/β-
Catenina, y la activación de esta ruta inhibe su diferenciación a adipocitos (212). 
Otros autores señalan que la ruta Wnt/β-Catenina debe estar inactiva para que 
células madre mesenquimales se puedan diferenciar a adipocitos (213).  
A pesar de los trabajos que relacionan diferenciación osteogénica con la 
ruta Wnt/β-Catenina, existen pocos datos que impliquen a dicha ruta con el 
proceso de calcificación. En este sentido, Shao y colaboradores demostraron con 
ratones que la sobreexpresión de Msx2 favorece la calcificación de la aorta a 
través de la activación la ruta Wnt por incremento de Wnt3a y Wnt7a e inhibición 
de Dkk-1 (168).  
Es ya por tanto suficientemente conocido que la ruta Wnt/β-Catenina 
participa en diferentes procesos como la proliferación celular (214, 215), el control 
del ciclo celular (216) y la diferenciación de células madre hacia distintos tipos 
celulares (217, 218). Sin embargo, el papel de la activación de la ruta Wnt/β-
Catenina en el proceso de calcificación vascular y en la transdiferenciación 
fenotípica de las CMLV a células de estirpe osteogénica es aún desconocida.  






La ruta Wnt/beta-catenina es compleja y si han descrito al menos tres tipos 
de señalización dentro de esta vía. Estas vías son: la canónica, la de polaridad 
celular planar y la dependiente de Ca. 
 Vía canónica Wnt/β-Catenina 
La ruta canónica Wnt/β-Catenina implica la translocación nuclear de β-
Catenina, mientras que las no canónicas operan de manera independiente a esta 
proteína. La activación de la vía canónica Wnt/β-Catenina produce la 
estabilización y acumulación de β-Catenina en el citoplasma celular y 
posteriormente su eventual translocación al núcleo actuando como factor de 
transcripción y activando entre otros a genes pro-osteogénicos. Cuando la ruta 
Wnt/β-catenina está inactiva, la proteína β-catenina se encuentra en el citoplasma 
secuestrada por un complejo proteico formado por la enzima  glucógeno sintasa 
quinasa-3β (GSK-3β), Axin, APC (Adenomatous polyposis coli) y caseín quinasa-
Iα (CKIα). Este complejo se une a β-Catenina la cual es fosforilada en residuos 
serina/treonina, y de esta manera es marcada para ser degradada en el proteosoma 
por ubiquitinación.  
Al producirse la unión del ligando perteneciente a la familia de 
glicoproteínas Wnt (como Wnt1, Wnt3a, Wnt8, Wnt10b, etc) con Frizzled (Fzd), 
receptor de 7 dominios transmembrana, se activa la ruta. En esta unión entre Fzd y 
el ligando Wnt participa el co-receptor Lrp 5/6 (del inglés, Lipoprotein related 
protein 5/6), dando lugar a la activación de la proteína citoplasmática Dsh (del 
inglés, Dishevelled). Esta proteína en su forma activa, desarma el complejo 
proteico formado por GSK-3β, Axin, APC y CK-Iα, evitando la fosforilación de 






β-Catenina por GSK-3β e impidiendo su posterior degradación por el proteosoma. 
Por tanto, dicha unión Wnt/Fzd favorece la estabilización de β-Catenina en el 
citoplasma para después translocarse al núcleo (Figura 13), donde interacciona 
con el factor de células T (TCF, del inglés, T cell factor) y el factor potenciador 
linfoide (LEF1, del inglés, Lymphoid enhancing factor-1) estimulando la 
expresión de sus genes diana, como Ciclina D1 (CD1) (219, 220), clave en la 
proliferación celular, ó el oncogen c-Myc (220). Los co-activadores CBP (del 
inglés, CREB binding protein) y p300 se unen a β-Catenina promoviendo la 
activación de la maquinaria transcripcional (221, 222).  
 
Figura 13. Esquema de la ruta Wnt/β-Catenina 






La ruta Wnt/β-Catenina es compleja y cuenta con varios elements que 
permiten su regulación o inhibición. Uno de los principales inhibidores de la ruta 
es Dkk1 (Dickkopf), que interacciona con Lrp5/6 impidiendo la unión de Fzd con  
Wnt. También puede bloquear la translocación nuclear de β-Catenina mediante su 
unión a la proteína transmembrana Kremen. Sin embargo, en ausencia de Dkk-1, 
Kremen es capaz de favorecer la activación de la ruta (223). Otros inhibidores son 
la esclerostina, WIF-1 y los pertenecientes a la familia sFRP (del inglés, Secreted 
Frizzled related protein), que compiten con Wnt por unirse a Fzd (224). 
Por otro lado, β-Catenina favorece la comunicación célula a célula cuando 
permanece anclada a la membrana plasmática de la célula, donde interacciona con 
moléculas de adhesión como E-cadherina (225). 
Vía de polaridad celular planar  
La vía de la polaridad celular planar (PCP) es una de las vías no canónicas 
de Wnt,  y la cual no utiliza LRP-5/6 como co-receptor.  
Al igual que en la vía Wnt/β-Catenina canónica, la vía de PCP se activa a 
través de la unión de ligandos de la familia Wnt (Wnt4, Wnt5a, Wnt5b o Wnt11) 
al receptor Fzd (Fzd3 ó Fzd6)  y un co-receptor como el receptor homólogo al de 
neurotrofinas (NRH1), el receptor relacionado con tirosina kinasas (Ryk), la 
proteína tirosina kinasa 7 (PTK7) o la proteína tirosina kinasa de receptor de 
membrana ROR2. Tras la unión el receptor recluta Dsh que mediante sus 
dominios PDZ y DEP forma un complejo con Daam1 (activador de morfogénesis 
1 asociado a Dishevelled). Luego Daam1 activa a Rho, una pequeña proteína G 






monomérica, y ésta a su vez activa a la quinasa asociada a Rho, uno de los 
principales reguladores del citoesqueleto. Asimismo, Dsh también forma un 
complejo con Rac1. Rac1 media la unión de profilina con actina, promoviendo la 
reorganización del citoesqueleto y la gastrulación (226), etapa del desarrollo 
embrionario que tras la segmentación da lugar a la formación de las capas 
germinales.  
 
Figura 14. Esquema de la vía de polaridad celular planar (PCP) 
 
Vía Wnt dependiente de Calcio (Ca+2)  
Otra vía de señalización de Wnt independiente de β-Catenina es la vía 
Wnt/calcio. La activación de esta ruta permite regular la liberación de Ca del 






retículo endoplásmico modulando los niveles de Ca intracelular que participan 
como segundo mensajero.  
Al igual que otras vías de Wnt, la unión del ligando (Wnt5a, Wnt11) al 
receptor Fzd activa la ruta permitiendo la interacción con Dsh. De esta manera 
Dsh activa sus dominios específicos PDZ y DEP implicados en la señalización de 
Wnt/calcio. Sin embargo, en esta ruta se produce también la activación de una 
proteína G trimérica. Esta co-estimulación de Dsh y la proteína G pueden 
conducir a la activación de (PLC) fosfolipasa C y de la fosfodiesterasa específica 
de GMPc (PDE). Si se activa la PLC, el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2) 
componente de la membrana plasmática se escinde en diacilglicerol (DAG) e 
Inositol trifosfato (IP3). Cuando IP3 se une a su receptor en el retículo 
endoplásmico se produce la liberación de Ca. El aumento de las concentraciones 
de Ca y DAG produce la activación de Cdc42 a través de PKC. Cdc42 es un 
importante regulador de la adhesión celular, la migración, y el ciclo celular. El 
aumento de Ca también activa la calcineurina y calmodulina (CaMKII). La 
activación de calcineurina induce la translocación nuclear del factor de 
transcripción NFAT, que regula el patrón de desarrollo del eje dorso-ventral 
durante el desarrollo embrionario. CamKII también activa genes TAK1 y NLK 
quinasa, lo cual puede interferir con la señalización TCF/β-Catenina de la vía 
canónica de Wnt.  
 
 







Figura 15. Esquema de la vía Wnt dependiente de Calcio 
 
4.  INFLAMACIÓN EN LA ENFERMEDAD RENAL 
CRÓNICA.  
La inflamación, en términos generales, es una respuesta del organismo 
frente a cualquier tipo de agresión capaz de causar un daño celular o tisular. El 
objetivo del organismo con esta respuesta es aislar el elemento causante del daño 
para después eliminarlo y reparar el tejido dañado.  
La inflamación es un proceso que convive con la evolución de la ERC. 
Además de los típicos factores de riesgo cardiovascular como diabetes, 






hipertensión y obesidad, los enfermos urémicos también soportan otros factores 
derivados de las alteraciones circulatorias asociadas a la ERC. La acumulación de 
toxinas y los desajustes del metabolismo mineral propios de la disfunción renal, la 
contaminación bacteriana del líquido de diálisis, el tipo de membrana y los 
catéteres venosos en la diálisis estimulan también la producción de citoquinas 
proinflamatorias. Esta liberación sostenida de citoquinas proinflamatorias agrava 
las complicaciones del paciente urémico.  
En los pacientes con ERC las toxinas urémicas ejercen efectos 
proinflamatorios sobre monocitos/macrófagos. Dicho proceso adquiere un 
carácter crónico y contribuye a la disfunción endotelial y la mortalidad 
cardiovascular (227-229). Las alteraciones en el metabolismo mineral, que 
aumentan el riesgo de CV, pueden ser un estímulo adicional en la respuesta 
inflamatoria local (230). A su vez, los estímulos inflamatorios pueden favorecer la 
mineralización de tejidos vasculares (62). La hemodiálisis y la diálisis peritoneal 
producen un aumento en la expresión de IL-6 en células mononucleares, elevando 
sus niveles en plasma (231, 232) y promoviendo la inflamación.  
En pacientes con ERC en estadio 3 y 4 se presentan niveles elevados de las 
citoquinas proinflamatorias IL-1β, IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-α, etcétera, lo que 
estimula la síntesis de proteína C reactiva (PCR) en el hígado. En general entre un 
30 y 50% de los enfermos renales tienen niveles elevados de marcadores 
inflamatorios en sangre, como PCR, ferritina, fibrinógeno, interleuquina-6 (IL-6), 
IL-1β, IL-8, factor de necrosis tumoral-α (TNFα), VCAM-1 ó ICAM-1 (233). El 
incremento de marcadores de inflamación, como CRP y las citoquinas IL-6, IL-






1βy TNF se ha vinculado a un aumento de la mortalidad cardiovascular en la 
población general (234, 235) y particularmente en pacientes con ERC (236, 237).  
No se conoce con exactitud qué factores inician el proceso inflamatorio en 
la ERC. En este sentido, los cambios en la composición del plasma y en la función 
endotelial, causados por el fallo renal, favorecen el daño vascular y juegan un 
importante papel en la estimulación temprana de la respuesta inflamatoria. Los 
niveles séricos de triglicéridos aumentan como resultado de la acumulación de 
lipoproteínas de densidad intermedia conformadas por lipoproteínas de baja 
densidad (LDL) y remanentes de quilomicrones. Además, asociada a la ERC se 
produce la dislipidemia que también puede contribuir al proceso inflamatorio 
(238). Asimismo, el descenso que se produce durante la ERC en la síntesis 
hepática de apolipoproteína A-I y en los niveles de lipoproteínas de alta densidad, 
que tienen efecto antioxidante y protegen al endotelio de los efectos inflamatorios 
de las citoquinas, contribuyen al aumento de la respuesta inflamatoria. Estos 
desequilibrios lipídicos, alteran también a la función endotelial y amplifican los 
efectos perniciosos de los mecanismos proinflamatorios (239).  
4.1. CITOQUINAS. 
Las citoquinas son proteínas mediadoras del sistema inmune que ejercen 
su efecto biológico a través de su unión con receptores específicos expresados en 
la superficie celular. Estos receptores son proteínas que constan de una región 
extracelular de unión a las citoquinas, una región transmembrana y una región 
citoplasmática, encargada de la transmisión de señales al interior celular. Las 
citoquinas controlan diversas funciones fisiológicas como inflamación, respuesta 






inmune local y sistémica, diferenciación celular, maduración celular, reparación 
tisular, hematopoyesis, apoptosis y otros procesos biológicos.  
Las citoquinas son producidas principalmente por macrófagos activados y 
linfocitos, aunque otras células como leucocitos polimorfonucleares (PMN), 
CMLV, endoteliales, epiteliales, del tejido conjuntivo y adiposo también producen 
citoquinas.  
Las principales citoquinas alteradas en el entorno urémico son 
interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa 
(TNFα) y proteína quimiotáctica de monocitos-1 (MCP-1). La interleuquina-8 
(IL-8) es también un conocido biomarcador inflamatorio y de riesgo 
cardiovascular. IL-8, IL-6 y TNFα son marcadores inflamatorios mediadores 
directos en la patogénesis de la aterosclerosis relacionados con riesgo 
cardiovascular en pacientes renales (240, 241). En el entorno urémico, la 
acumulación de toxinas como el indoxil-sulfato o el p-cresol inducen un 
incremento de  especies reactivas del oxígeno (EROs) y de la activación de NFκβ 
en células del túbulo proximal, lo cual conlleva a un aumento en la expresión de 
ICAM-1 (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1) (242). En CMLV la 
expresión de esta proteína se ha visto modificada por M-CSF, promoviendo la 
activación de monocitos/macrófagos y la  posterior apoptosis de las CMLV (243). 
A continuación, vamos a describir algunas de las principales citoquinas 
que se encuentran alteradas en la ERC y que son biomarcadores de riesgo 
cardiovascular. 






 4.1.1 ICAM-1 (CD54) 
ICAM1 es una glicoproteína transmembrana de la superfamilia de 
inmunoglobulinas que se une a algunas proteínas de la familia de las integrinas 
promoviendo la adhesión celular en las reacciones inmunes e inflamatorias. Es 
una molécula mediadora de la unión de células T con la célula presentadora de 
antígenos, así como de la interacción entre linfocitos T y B, y representa también 
un elemento muy importante en la adhesión de monocitos, linfocitos y neutrófilos 
al endotelio activado.  
La expresión de ICAM-1 se produce mayormente en células endoteliales, 
células epiteliales, fibroblastos y en células de origen  hematopoyético, como 
macrófagos y linfocitos, y en menor proporción en CMLV. Asimismo, ICAM-1 
puede ser estimulada por lipopolisacáridos y por citoquinas, como son IFN-
gamma, IL-1beta y TNF-alfa. Es decir, la mayoría de estímulos inflamatorios 
incrementan la concentración de esta molécula. 
La unión del receptor específico de linfocito T (TCR) al antígeno de la 
célula presentadora de antígenos es un sistema de anclaje que modifica la 
conducta celular. Dicha unión es altamente específica pero de baja afinidad, por lo 
que se debe estabilizar mediante moléculas de adhesión. Una de las interacciones 
más importantes encargadas de estabilizar dicha unión del linfocito T con la célula 
presentadora de antígeno es la unión que constituyen ICAM-1 con la molécula 
LFA-1, receptor de membrana localizado en linfocitos. Los linfocitos se unen a 
las células endoteliales a través de la interacción ICAM-1/LFA-1 (Figura 14) y a 
continuación las células transmigran al interior tisular. En definitiva la unión 






ICAM-1/LFA-1 produce el reclutamiento y la activación de eosinófilos, 
neutrófilos y linfocitos a través de una cascada de señales internas celulares donde 
están implicadas gran número de quinasas, lo que representa un importante factor 
en la fisiopatología de las enfermedades vasculares.  
Entre el 30 y el 50 % de pacientes con enfermedad renal crónica presentan 
niveles elevados de ICAM-1.  
 
Figura 16. Cambio conformacional de LFA-1 debido a la interacción con ICAM-1 
4.1.2 Interleuquina 6 (IL-6) 
La IL-6 es una glicoproteína producida fundamentalmente por numerosos 
tipos de células inmunes, como son monocitos, células mesoteliales, fibroblastos, 






adipocitos y linfocitos en respuesta a estímulos fisiológicos, tales como TNFα, IL-
1β, endotoxinas y estrés (229). Las CMLV también expresan IL-6. El receptor de 
la IL-6 se compone de la subunidad de unión al ligando (IL6-R o gp 80) y una 
glicoproteína llamada gp 130 que transduce las señales al interior de la célula. La 
unión de la molécula a su receptor celular produce la formación de un complejo 
que favorece la heterodimerización con la subunidad gp 130 (244) para iniciar una 
cascada de señalización que se traducirá en la activación de genes y su posterior 
expresión proteica para un determinado efecto biológico (245). Dicha cascada de 
señales pasa por la activación de AKT y ERK, y termina con la fosforilación del 
factor de transcripción STAT3, el cual activará la transcripción de citoquinas, 
genes como c-myc, anti-apoptosis, etc. 
En pacientes con ERC existen niveles elevados de IL-6 sérica (246). Un 
menor aclaramiento renal puede ser una de las principales causas de elevación de 
IL-6 en pacientes con ERC; por ello los niveles de proteínas inflamatorias 
incrementan a medida que la lesión renal progresa. La tabla 2 recoge las 
principales causas del aumento de IL-6 y TNF-α en pacientes con ERC. 
Niveles elevados de IL-6 se han asociado también con la progresión de 
aterosclerosis en pacientes con ERC (246). In vitro, la IL-6 disminuye la expresión 










4.1.3 Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-α) 
TNFα es una proteína transmembrana, que se dispone en homotrímeros 
estables, y que es sintetizada en diversos tipos celulares, mayormente en linfocitos 
y fundamentalmente por macrófagos (248, 249). TNFα es una citoquina 
proinflamatoria que interviene en enfermedades inflamatorias crónicas como la 
artritis reumatoide y la ERC. La pérdida de función renal en la uremia afecta al 
aclaramiento de TNFα (250) y es una de las principales causas del aumento de la 
actividad de TNFα (251).  
Es miembro de una familia de ligandos activadores de receptores cuya 
unión inicia señales de proliferación celular y apoptosis(252, 253). TNFα sufre una 
escisión proteolítica a través de la enzima convertidora de TNFα (TACE) (254) 
dando lugar a su forma soluble, la cual ejerce su función biológica a través de su 
unión con sus receptores específicos TNF-R1 y TNF-R2. Después de la liberación 
de la forma soluble de TNFα por TACE, el dominio intracelular residual del 
precursor migra hacia el núcleo de la célula, donde media la producción de 
citoquinas (255). Además, la activación de TNF-R2 por parte de la forma 
transmembrana de TNFα es superior a la activación mediante la forma soluble de 
TNFα (256). Una señalización lenta y continuada de TNFα da lugar a una 
inflamación crónica.  
Un estudio reciente ha demostrado que TNFα es capaz de inducir estrés del 
retículo endoplásmico en CMLV, lo cual resulta en una captación acentuada de 
fosfato que conlleva a una inducción de calcificación (257). Asimismo, diversos 
autores han mostrado que la incubación de células vasculares calcificantes con 






concentraciones crecientes de TNFα conduce a un incremento de la actividad de la 
fosfatasa alcalina y a la deposición mineral en las células de una manera dosis-
dependiente, sugiriendo un papel del TNFα en el desarrollo de la CV (131, 258). 
Tintut y colaboradores comprobaron que la presencia de monocitos durante el 
cultivo de CVC aumentaba la actividad fosfatasa alcalina. Estos resultados 
sugieren que el aumento de calcificación en CVC inducida por monocitos se debe 
a la interacción intercelular y a la producción de factores solubles como el TNFα 
(132).  
 
Figura 17. Biología molecular de TNF-α 
 






En un estudio llevado a cabo por Nadra y colaboradores se evidencia una 
correlación entre la homeostasis iónica y los mecanismos inflamatorios. En dicho 
estudio se pudo comprobar que cristales básicos de fosfato cálcico provocan una 
respuesta inflamatoria en macrófagos humanos in vitro. Los macrófagos 
estimulados con los cristales de fosfato cálcico liberaban TNFα, IL-1 e IL-8 (134). 
Tabla 2. Factores que se asocian con un incremento en los niveles de IL-6 y 
TNFα en pacientes con ERC. 
Factores genéticos 
Edad. 
Disminución de la función renal y retención de solutos urémicos. 
Comorbilidad. 
Sobrecarga de volumen / insuficiencia cardiaca congestiva. 
Infecciones persistentes. 
Chlamydia pneumoniae. 




Factores relacionados con la diálisis. 
Membranas bioincompatibles. 
Líquido de diálisis no estéril. 
 
4.1.4  Interleuquina-1 (IL-1) 
La IL-1 ejerce una variedad de efectos incluyendo la inducción de la 
inflamación, el aumento de la temperatura corporal, la estimulación de la 
proliferación de células T y B y la inducción de proteínas de fase aguda. Aunque 






monocitos y macrófagos son los principales tipos celulares que sintetizan IL-1, las 
células endoteliales también la producen (259).  
La IL-1 presenta dos formas biológicamente activas: la IL-1α y la IL- 1β 
(259), que comparten una alta homología estructural y funcional (260-262) En 
humanos, la IL-1β se encuentra predominantemente en circulación y la IL-1α es 
un regulador de eventos intracelulares y mediador de inflamación local (259). 
Burton y colaboradores comprobaron que las CMLV no secretaban IL-1β, aunque 
sí describieron una isoforma no madura unida a la membrana (263). Previamente, 
Loppnow y Libby demostraron mediante un experimento in vitro que el 
tratamiento con antisuero anti IL-1α inhibía la estimulación de células T helper 
inducida por IL-1 de superficie en  CMLV, lo que identifica a esta isoforma no 
procesada de IL-1 como una isoforma activa que actúa de manera autocrina o 
paracrina (264). Es posible que IL-1β pueda ser secretada a través de otra vía y 
que actúe de la misma manera. Existen dos tipos de receptores de IL-1 (IL-1R): el 
receptor tipo I (IL-1RI) y el receptor tipo II (IL-1RII) (259), los cuales comparten 
muchas características estructurales. 







Figura 18. Señalización molecular a través del receptor de IL-1. La unión de IL-1α o IL-β al receptor 
de IL-1 (IL-1R1) estimula el reclutamiento de la proteína accesoria del receptor de IL-1 (IL-1RAcP) 
(265). 
El efecto proaterogénico de la IL-1 se atribuye a su capacidad de participar 
en acontecimientos como la inflamación en la pared del vaso, la quimiotaxis de 
leucocitos y la expresión de factores que estimulan la proliferación de células de 
músculo liso (266, 267). Asimismo, IL-1 o TNFα producen un aumento en la 
expresión de metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP) durante la 
aterogénesis (268, 269) lo que promueve la inestabilidad de la placa ateromatosa 
con el consecuente riesgo de trombosis (266). Adicionalmente, su capacidad para 
modular la adhesión celular y la infiltración de monocitos en el espacio 
subendotelial le confiere también un efecto proaterogénico (270, 271).  
 






4.1.5 Interleuquina-8 (IL-8)   
La IL-8 es una citoquina liberada ante un estímulo inflamatorio, y actúa 
como mediadora de la respuesta del sistema inmune innata capaz de amplificar 
dicha respuesta inflamatoria a nivel local y de estimular la angiogénesis.  
La IL-8 es un factor quimiotáctico que atrae a neutrófilos, basófilos y 
células T, aunque no a monocitos, y que es secretado por macrófagos, células 
epiteliales, células endoteliales, y también por CMLV (272, 273). Muchos 
receptores de membrana de estas células son capaces de unirse a IL-8. Los 
receptores más estudiados son CXCR1 y CXCR2, receptores acoplados a proteína 
G. De entre estos 2 receptores es el CXCR1 el más expresado y de mayor afinidad 
por IL-8. 
Pacientes en hemodiálisis presentan altos niveles de IL-8, así como de IL6 
y TNFα, al compararlos con individuos normales (251). Además, dicha citoquina 
aumenta aún más sus niveles séricos en pacientes con enfermedad renal terminal, 
lo cual la convierte en un fuerte predictor de mortalidad cardiovascular en 
pacientes  con enfermedad renal terminal (274).  
4.2. EL ESTADO OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD RENAL  
En el mantenimiento del equilibrio redox juegan un papel muy importante 
los elementos antioxidantes. Los elementos antioxidantes endógenos más 
importantes son la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y 
el glutatión reducido (GSH) (275). Otras moléculas que ayudan a mantener el 
equilibrio redox del organismo son la bilirrubina (276, 277), el ácido úrico (278), el 






ácido lipoico (279), la melatonina (280,281), la transferrina y la ferroxidasa (o 
ceruloplasmina) (282). Las vitaminas A, C y E y algunos metales, como el selenio, 
son importantes antioxidantes exógenos. El selenio es cofactor de la glutatión 
peroxidasa, la cual para evitar la peroxidación lipídica usa peróxido de hidrógeno 
en la oxidación del glutatión reducido (283,  284).  
La ERC y su tratamiento mediante hemodiálisis (HD) son estados 
netamente pro-oxidantes, donde aumenta la producción de elementos oxidantes y 
disminuyen las sustancias antioxidantes de bajo peso molecular (285, 286). En un 
estudio  realizado para evaluar el nivel de estrés oxidativo (EO) en pacientes con 
ERC en HD se observó una mayor fracción de ácido dehidroascórbico, radical 
libre de la vitamina C, al compararlos con individuos normales (287). Asimismo, 
el nivel en plasma de vitamina C, un anti oxidante natural, fue significativamente 
menor en pacientes dializados (288). Además, la HD no logró corregir totalmente 
la toxicidad urémica y por el contrario el propio procedimiento conlleva efectos 
negativos. Diversos estudios sugieren que la HD agravaría el EO debido a la 
activación de células inflamatorias causada por el uso de membranas 
bioincompatibles (289, 290), por pérdidas netas de antioxidantes solubles en agua 
y por una generación excesiva de radicales libres.   
La acumulación de sustancias de naturaleza prooxidante en sangre y en 
tejidos puede provocar la activación de leucocitos polimorfonucleares, neutrófilos 
y macrófagos capaces de generar grandes cantidades de EROs. Por otro lado, se 
ha demostrado un incremento de los lipoperóxidos en plasma y membranas de 
células sanguíneas de los pacientes que se someten a HD (291).  






Por otro lado, Agharazii y colaboradores mostraron como una dieta alta en 
P, alta en Ca y suplementada con vitamina D induce calcificación en ratas con 
ERC, la cual está mediada por el aumento de EROs y de las citoquinas 
proinflamatorias IL-1β, IL-6 y TNFα. Además, tanto el estado de inflamación 
como el oxidativo contribuyen a la diferenciación osteogénica de las CMLV (292). 
En pacientes con ERC, el aumento de la producción de EROs y de toxinas 
urémicas de naturaleza oxidante favorece el desplazamiento del equilibrio redox 
hacia un estado de EO. A su vez, el EO inducido en pacientes con ERC favorece 
el desarrollo de múltiples complicaciones, especialmente las de origen 
cardiovascular, fundamentalmente la dislipemia, la resistencia a insulina y el 
aumento de la presión arterial (hipertensión) (293, 294). 
4.3. INFLAMACIÓN COMO FACTOR DE RIESGO 
CARDIOVASCULAR. 
Los pacientes con ERC tienen una mayor incidencia de eventos 
cardiovasculares y de mortalidad por enfermedad renal. Factores como 
hipertensión, dislipidemia y diabetes promueven la ECV. Se ha postulado que en 
pacientes con ERC y hemodiálisis otros factores como el estrés oxidativo (295, 
296), la hiperhomocisteinemia (297, 298) o la inflamación (299) también 
promueven la ECV. El paciente urémico convive con altos niveles de inflamación 
y estrés oxidativo desde los estadíos iniciales de la enfermedad. A continuación 
serán comentadas las principales causas que subyacen al incremento de la 
inflamación.  






4.4. PRINCIPALES CAUSAS DE INFLAMACIÓN EN LA 
ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA  
El riñón es uno de los principales moduladores de la función endocrina y 
una importante diana para numerosas hormonas. Por ello, el desequilibrio 
hormonal que se produce en el estado urémico puede verse agravado por un 
estado de inflamación persistente. Muchos estudios asocian el estado 
proinflamatorio de la ERC con el aumento de riesgo cardiovascular, existiendo 
una estrecha relación entre el incremento del grosor íntima-media, el número de 
placas y el diámetro interior de la arteria carótida con respecto a la elevación de 
marcadores inflamatorios (300).  
Existen muchos factores (Figura 18) que han sido relacionados con un 
aumento en la inflamación sistémica en pacientes con ERC. En primer lugar, 
infecciones concurrentes en los enfermos de diálisis  pueden ser una de las 
principales causas de elevación de marcadores de inflamacón como la PCR (301). 
La técnica de diálisis proporciona factores que contribuyen a la inflamación, como 
puede ser la interacción de los monocitos circulantes con las membranas no-
biocompatibles usadas en la diálisis (302), el contacto de la sangre con soluciones 
de diálisis no estériles (303), el uso de agua no ultrapura(304, 305), el exceso de 
transporte convectivo, así como la frecuencia y duración de esta técnica (306, 307).  
Además microorganismos como Chlamydia pneumoniae se han asociado 
con el estatus inflamatorio y la progresión de aterosclerosis en enfermos renales 
(308, 309). Igualmente, episodios de infección dental como la periodontitis, 
también se han asociado con la elevación de los marcadores de inflamación 






sistémica de los pacientes en hemodiálisis (310, 311). La sobrehidratación en la 
ERC es otro causante del estado pro-inflamatorio por facilitar la translocación 
bacteriana en pacientes con edema intestinal severo (312).  
Hay que destacar también que el acúmmulo tanto de citoquinas (229), 
como de productos avanzados de glicosilación (AGEs) (313) y otras moléculas 
pro-oxidantes (295) propician un ambiente pro-inflamatorio progresivo al 
descenso en el filtrado glomerular. Asimismo, en pacientes en diálisis ha sido 
demostrada una significativa asociación entre una  función renal residual, 
inflamación sistémica, obesidad y una hipertrofia del ventrículo izquierdo (314). 
En estos pacientes en diálisis tanto el depósito de grasa troncular (315), como el 
abdominal (316), se ha asociado con incremento de la inflamación sistémica, 
debido en parte a la capacidad de los adipocitos (y de los macrófagos que se 
infiltran la grasa), de secretar a la circulación sistémica IL-6 ó TNF-α (317, 318). 
Por otro lado, la pérdida de función renal tiene un fuerte impacto sobre el 
aclaramiento de las adipoquinas aumentando los niveles de éstas en la ERC. La 
mayoría de las adipoquinas pueden tener efectos pro-inflamatorios, como la 
leptina (319) o la visfatina (320, 321). En el caso de la adiponectina se le han 
descrito propiedades anti-inflamatorias y sensibilizantes a la insulina (319)(322) 
aunque también se ha asociado el aumento de esta adipoquina con la enfermedad 
cardiovascular y mayor mortalidad (323).  







Figura 19. Consecuencias de la inflamación en la ERC (324). 
 
El fosfato también es un factor importante en la inducción de inflamación. 
Además de malnutrición, la uremia induce una sobrecarga de fosfato, la cual 
favorece aún más la inflamación sistémica y un aumento en la expresión de 
marcadores osteogénicos y de TNFα (325). Asimismo, en estudios llevados a cabo 
en CMLV cultivadas in vitro con P elevado se observa un aumento en la 
generación de EROs y en la activación de p65 (326).  
 








Figura 20. La generación de especies reactivas de oxígeno y la activación de NFκβ inducida 
por  fosfato promueven la expresión de marcadores osteogénicos. Adapatado de Al-Aly 2011 (327).  
 
5. VITAMINA D  
La ERC induce una pérdida progresiva de la capacidad del riñón de 
convertir el calcifediol (25(OH)D3) en CTR, así como de mantener los niveles 
circulantes de calcifediol para la síntesis no renal de CTR. Tanto la deficiencia de 
CTR como la del 25(OH)D3 son factores predictores del riesgo de mortalidad en 
la población en general (328), pero también de deterioro renal (329) y de deterioro 
cardiovascular (330, 331). Además, dicha deficiencia facilita a su vez el desarrollo 
de HPT2º, hipertensión e inflamación sistémica.  






Más allá de la prevención de alteraciones del metabolismo mineral y óseo, 
y de frenar la progresión del HPT2º, la vitamina D tiene un gran potencial 
terapéutico para el tratamiento y la prevención de diferentes patologías, como la 
osteoporosis (332), diabetes (333), daño renal (334), tumores (335), algunas 
enfermedades autoinmunes (336), hipertensión (337) y otras enfermedades 
cardiovasculares (338). 
5.1. ESTRUCTURA, BIOSÍNTESIS Y MECANISMO DE ACCIÓN 
DE LA VITAMINA D. 
La Vitamina D es una hormona esteroide fundamental en la homeostasis 
mineral y en el mantenimiento de la estructura correcta del hueso. Además, se le 
han atribuido funciones relacionadas con la regulación del crecimiento, 
maduración y diferenciación celular (339), la secreción hormonal (340) y la 
respuesta inmune (341). 
La vitamina D engloba una familia de compuestos derivados del colesterol 
y está estructuralmente relacionada con las hormonas esteroides. Hay dos formas 
predominantes de vitamina D: el ergocalciferol (vitamina D2), sintetizado en 
plantas y hongos e ingerido por la dieta, y el colecalciferol (vitamina D3), que 
puede ser adquirido de tejidos animales por la dieta o sintetizado en la piel por 
conversión fotolítica del 7-dehidrocolesterol (342) gracias a la exposición a rayos 
solares. Ambas moléculas de Vitamina D necesitan ser activadas a su forma 
hormonal, a través de dos hidroxilaciones sucesivas (334).  











Figura 21. Estructura molecular de la vitamina D. 
 
Ergocalciferol y colecalciferol, dada su naturaleza liposoluble, son 
transportadas por la sangre asociadas fundamentalmente a la proteína de unión a 
la vitamina D (DBP, del inglés, Vitamin D-Binding-Protein), aunque también 
pueden ser transportadas por albúmina o lipoproteínas, para después hidroxilarse 
en el hígado por la 25-hidroxilasa convirtiéndose en 25-hidroxicolecalciferol 
(25(OH)D3) o calcidiol. El calcidiol es el metabolito más abundante, tiene una 
vida media larga y se mide en plasma para estimar el estado de vitamina D del 
individuo. A continuación, es hidroxilado en el riñón por la 1α-hidroxilasa 
convirtiéndose en 1,25 dihidroxivitamina D, (1,25(OH)2D3) o CTR. 









Figura 22. Principales vías metabólicas de la vitamina D. Adaptado de Zittermann (343). En la piel el 
7-dehidrocolesterol se convierte en pre-vitamina D por radiación UV-B y este después en vitamina D3. 
Después la vitamina D se hidroxila en el hígado para posteriormente volver a hidroxilarse en el riñón 
produciendo CTR y 24,25(OH)2D3. 
 
El CTR es responsable de los efectos de la vitamina D en el metabolismo 
calcio-fósforo, el mantenimiento de la estructura ósea y la regulación de las 
glándulas paratiroideas (342, 344).   
Si bien la 1α-hidroxilasa se encuentra predominantemente en riñón, en los 
últimos años se ha descrito la presencia de dicha enzima en otros tipos celulares 






como macrófagos, osteoblastos, células paratiroideas, CMLV, células endoteliales 
y tejidos como el páncreas, glándula mamaria, próstata y colon (345). La 
producción local de CTR juega un importante papel en una amplia variedad de 
acciones no-clásicas de la vitamina D (344). 
La vitamina D se degrada por acción de la 24-hidroxilasa, responsable de 
la hidroxilación del la 25(OH)D3 y del 1, 25(OH)3D3 (CTR) para dar lugar a 
24,25(OH)2D3 y 1,24,25(OH)3D3 respectivamente. La 24-hidroxilasa tiene  
mayor afinidad por el CTR que por la 25(OH)D3 por lo que se considera un 
mecanismo de eliminación del exceso de CTR con el fin de evitar toxicidad (346). 
Dicha proteína se encuentra en numerosos tejidos, aunque se expresa 
fundamentalmente en el túbulo renal  
La vitamina D ejerce su acción biológica a través de la unión a su receptor 
específico (VDR). El VDR es un receptor nuclear que pertenece a la familia de los 
receptores esteroideos-tiroideos. En términos generales, los receptores nucleares 
son reguladores de la transcripción de otros genes.  
El VDR se expresa en la mayoría de las células del organismo (347).   En 
las últimas cuatro décadas se han publicado numerosos estudios donde se revela 
que el sistema endocrino de la Vitamina D es funcional en al menos 38 tejidos del 
cuerpo, lo que explica el efecto pleiotrópico que se le atribuye a la Vitamina D. En 
estos tejidos diana, el VDR funciona tanto como factor de transcripción 
controlando un 3% del genoma humano, como a nivel de las caveolas de la 
membrana plasmática actuando como un modulador de las vías de traducción de 
señales (348).  






Este receptor contiene varias regiones bien caracterizadas que pueden 
funcionar de forma autónoma (Figura 20). La región N-terminal de VDR es una 
región altamente conservada en la familia de receptores nucleares esteroideos; en 
dicha región se localizan los motivos de unión al ADN y que contiene 2 dedos de 
zinc (aminoácidos 24-44 y 60-84). Los dedos de zinc estabilizan la unión del 
VDR a regiones específicas de ADN denominadas “elementos de respuesta a la 
vitamina D” (VDREs) y que se encuentran en los genes diana de la Vitamina D. 
Los dedos de Zn interactúan por  medio de contactos con los grupos fosfato del 
esqueleto del ADN (primer dedo) y que permiten que el VDR actúe como un 
heterodímero uniéndose al receptor del ácido retinoico (RXR) (segundo dedo).  
 
 
Figura 23. Dominios funcionales del receptor de la Vitamina D (349) 
 
En la región C-terminal del receptor está el dominio de unión al ligando 
(LBD) con capacidad para unirse a la vitamina D u otras moléculas con una 
estructura capaz de mimetizar la vitamina D. Este receptor tiene también 
capacidad para unirse a la 25(OH)D3 y a la 24,25(OH)2D3, pero con una afinidad 
100 veces menor. 







Figura 24. Acción de la Vitamina D a través de su receptor. Adaptado de Di Rosa M. y colaboradores 
(350).  
 
Una vez que el CTR se ha unido a su receptor se produce la translocación 
del complejo calcitriol-VDR al núcleo, donde forma un heterodímero con el 
receptor X-de ácido retinoico (RXR) (342, 351). El complejo calcitriol-VDR-RXR 
se une a elementos de respuesta a vitamina D (VDREs) presentes en la región 
promotora de genes específicos en los tejidos diana (342). Además, el calcitriol 
regula la expresión de su propio receptor (VDR) estimulando su síntesis y 
aumentando su vida media. 






5.2. VITAMINA D EN ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA. 
El descenso progresivo en la producción de CTR es uno de los factores 
desencadenantes del hiperparatiroidismo renal secundario; dicho descenso es 
debido, en parte, a la disminución de la masa renal funcionante que limita la 
disponibilidad de la enzima 1α-hidroxilasa para producirla (334). 
Las células del túbulo proximal obtienen el 25(OH)D3 unido a la DBP por 
una  endocitosis mediada por la megalina (352). Una vez dentro de la célula, la 
25(OH)D3 puede ser metabolizada por la 1α-hidroxilasa en la mitocondria para su 
conversión a CTR o bien retornar a la circulación para ayudar a mantener los 
niveles en sangre de 25(OH)D3 permitiendo la producción no renal de CTR. 
Pacientes deficientes en megalina sufren una disminución del filtrado glomerular 
y de la disponibilidad de vitamina D para sintetizar CTR en el túbulo proximal 
(353). Por otro lado, la subida de los niveles de FGF23 en respuesta al acúmulo de 
P inhibe la enzima 1α-hidroxilasa e induce la degradación de 25(OH)D3, lo que 
agravará la deficiencia funcional del riñón aumentando los requerimientos de 
vitamina D para corregir la producción renal y extrarrenal de CTR (354). 
De esta manera, la disminución de CTR en la ERC agrava la progresión de 
la enfermedad y el HPT2º. Además, el descenso de la producción de CTR se ha 
asociado con un aumento en la morbimortalidad cardiovascular en enfermos 
renales (355) y con un incremento de inflamación renal (356). Así, el CTR es 
administrado en enfermos renales como herramienta terapéutica para restaurar 
valores normales de Ca en suero (normocalcemia) e inhibir la secreción de PTH. 
Sin embargo, se ha demostrado que su administración favorece el desarrollo de 






calcificaciones (357, 358). Alternativamente se han desarrollado análogos de la 
vitamina D que presentan menos efectos deletéreos.  
5.3. LA VITAMINA D Y EL SISTEMA INMUNE.  
Desde su descubrimiento en 1919, y durante muchos años, el estudio de la 
vitamina D se centró en el control de la homeostasis del Ca y del metabolismo 
óseo, y en su relación con enfermedades como el raquitismo y la osteomalacia. 
Además de las funciones clásicas sobre el metabolismo mineral y óseo, se le han 
atribuido otros muchas acciones sobre la proliferación, diferenciación, apoptosis, 
autofagia, inmunomodulación, etcétera (347). El efecto inmunomodulador de la 
vitamina D se descubrió hace décadas al aportar un gran beneficio a pacientes con 
tuberculosis expuestos a radiación solar. Antes de la era de los antibióticos, tomar 
el sol y la administración de aceite de hígado de bacalao, era la única terapia 
eficaz contra la tuberculosis cutánea. La Vitamina D era también un tratamiento 
complementario al tratamiento con antibióticos de la tuberculosis pulmonar (359). 
La detección del receptor de la vitamina D en células del sistema inmune 
ha permitido describir importantes acciones de la vitamina D sobre el sistema 
inmune, como son sus efectos sobre la proliferación y la diferenciación celular 
(360, 361).  
5.3.1. Metabolismo de la vitamina D en el sistema inmune.  
Como se ha descrito anteriormente, existen dos tipos de pre-vitamina D: la 
Vitamina D2 (ergocalciferol), sintetizada por plantas y hongos, y la Vitamin D3 
(colecalciferol), que se adquiere a través de la ingesta de tejidos animales o se 






produce por conversión fotolítica en la piel del 7-dehidrocolesterol. Para activarse 
deben experimentar una hidroxilación por la 25-hidroxilasa y otra por la 1α-
hidroxilasa, en el hígado y en el riñón respectivamente, convirtiéndose finalmente 
en CTR. La 1α-hidroxilasa puede estar presente en otros tipos celulares como 
osteoblastos, células paratiroideas, CMLV, células endoteliales y tejidos como el 
páncreas, glándula mamaria, próstata y colon (345). Asimismo, Bouillon y 
colaboradores exponen que la producción local de CTR juega un importante papel 
en una amplia variedad de acciones no-clásicas de la vitamina D (344). 
Si bien la 1α-hidroxilasa se encuentra predominantemente en el riñón, 
también se ha descrito la presencia de dicha enzima en otros células del sistema 
inmune (362, 363). Los macrófagos y las células dendríticas expresan las dos 
enzimas necesarias para convertir la vitamina D3 en calcitriol (77, 364 365). En 
dichas células la 1α-hidroxilasa está regulada principalmente por mediadores 
inflamatorios como el interferon gamma (IFNγ) y lipopolisacáridos (LPS) (365). 
Las células B pueden convertir 25(OH)D3 en 24,25(OH)2D3 (366), aunque no 
expresan 1α-hidroxilasa.  
Por otro lado, el receptor de la vitamina D (VDR) se presenta en la 
mayoría de células del sistema inmune (361), sobretodo macrófagos (361) y células 
dendríticas (367), lo que sugiere el importante papel de la vitamina D en la 
modulación de la respuesta inflamatoria (368). Linfocitos T y B expresan también 
VDR (361). Células T “Natural Killer” (NKT) y  linfocitos T CD8α expresan 
VDR durante el proceso de selección para proteger al organismo de la 






autoinmunidad (369). Además, el CTR es capaz de inducir VDR en monocitos, y 
en menor grado en macrófagos maduros (370).  
 
 
Figura 25. La vitamina D en la inmunidad innata y adaptativa (371) 
5.3.2. Efecto inmunomodulador de la vitamina D.   
En estudios llevados a cabo con macrófagos activados por LPS, se ha 
descrito que el CTR actúa como regulador de IkB (inhibidor de NFκβ) 
aumentando su expresión y su estabilidad al inducir su fosforilación. El aumento 
en Iκβ produce un descenso de la translocación nuclear de NFκβ, y 






consecuentemente de su actividad. Por tanto, estos datos indican que el calcitriol 
tiene una acción anti-inflamatoria en macrófagos (372). Los macrófagos son 
grandes productores de citoquinas, fundamentalmente TNFα (373). La 
transcripción de TNFα se activa en gran medida por NFκβ, importante regulador 
de la respuesta inmune, la inflamación y el EO (374). 
El CTR también suprime la expresión de toll like receptor 2 (TLR2) y 4 
(TLR4) en monocitos humanos (375). La familia de receptores TLR desempeña un 
papel fundamental en el reconocimiento de patógenos, en la activación de la 
inmunidad innata y median en la producción de citoquinas necesarias para el 
desarrollo de la inmunidad. La incubación de monocitos aislados con CTR atenúa 
la expresión de citoquinas proinflamatorias, tales como IL-1, IL-6 y TNFα (376). 
Estudios clínicos y epidemiológicos acerca del efecto de la vitamina D 
sobre la modulación de la respuesta inflamatoria son todavía escasos, y estudios 
observacionales han generado resultados contradictorios. Algunos estudios 
indican que la deficiencia de vitamina D se asocia con mayores niveles séricos de 
biomarcadores inflamatorios, como la IL-6, TNFα y PCR en personas sanas (377-
380) y en sujetos obesos (381), mientras que otros estudios no pudieron confirmar 
estos resultados (382-385). En algunas enfermedades asociadas con la inflamación, 
como la insuficiencia cardiaca crónica, la ERC y la osteoporosis, suplementos de 
vitamina D parecen atenuar los niveles séricos de TNFα e incrementar los niveles 
de IL-10 (citoquina anti-inflamatoria)  (386-388). 
El CTR se ha usado en ratones para prevenir lupus eritomatoso sistémico, 
artritis inducida por colágeno, enfermedad inflamatoria intestinal y 






encefalomielitis autoinmune experimental, una esclerosis múltiple cuya 
progresión está impulsada por células T activadas (360, 389, 390).  
El tratamiento con CTR o en combinación con antiinflamatorios 
esteroideos supuso hasta el 50% de éxito en casos moderados de psoriasis, un 
trastorno inflamatorio crónico de la piel que se caracteriza por una disfunción de 
los queratinocitos y una infiltración en la epidermis de células inmunitarias (391, 
392). Los queratinocitos expresan VDR, y los efectos positivos de la vitamina D 
en la psoriasis se han atribuido a sus propiedades inmunomoduladoras. Tras el 
tratamiento tópico de lesiones psoriásicas se encontró una reducción de IL-8 
(citoquina pro-inflamatoria) y un aumento de IL-10 (citoquina anti-inflamatoria) 
(393). El tratamiento con CTR también aumentó la expresión del receptor de IL-10 
en células epidérmicas humanas (394). 
Las propiedades inmunomoduladoras de la vitamina D son mediadas por 
VDR (395, 396), presente en la mayoría de tipos de células del sistema inmune, 
como macrófagos, células dendríticas y linfocitos T CD4+ y CD8+ (361, 367, 397). 
En estas células los activadores del VDR inhiben la expresión de ciertas 
citoquinas, como IL-2 en células T, IL-12 en mielomonocitos e IL-2, TNFα, IFNγ 
y GM-CSF en polimorfonucleares (398-400). El hecho de que se encontrara 
expresión de VDR en distintos tipos celulares contribute también a que se hayan 
llevado a cabo numerosos estudios acerca de las distintas acciones de la vitamina 
D más allá del metabolismo mineral.  
 El CTR inhibe la proliferación y la secreción de citoquinas en linfocitos 
(401), así como la diferenciación y maduración de células dendríticas (402). En 






general, el CTR parece inhibir principalmente a los linfocitos Th1 (intervienen en 
la inmunidad celular), mientras que favorecen la diferenciación de los Th2 
(intervienen en la inmunidad humoral) (403).   
5.3. ANÁLOGOS DE LA VITAMINA D.  
El déficit de vitamina D es una de las principales características del 
HPT2º, por lo que en los pacientes urémicos se hace necesaria la administración 
de vitamina D a fin de restaurar la normocalcemia y la secreción de hormona 
paratiroidea. Sin embargo, la forma activa de la vitamina D tiene una limitación 
terapéutica importante ya que promueve la absorción de Ca y P en el intestino, 
aumentando, por tanto, los niveles séricos de dichos iones, y por consiguiente, el 
riesgo de calcificación cardiovascular en pacientes con ERC. Esto ha llevado al 
desarrollo de análogos de la vitamina D capaces de reducir los niveles de PTH, sin 
provocar hipercalcemia e hiperfosfatemia (404, 124). En este sentido, diversos 
estudios realizados en pacientes en hemodiálisis tratados con análogos de la 
vitamina D han mostrado un incremento significativo en la supervivencia y un 
descenso de la CV (405-407).  
Las moléculas usualmente empleadas en pacientes urémicos como 
análogos de la Vitamina D son el falecalcitriol, el maxacalcitol, el doxercalciferol 
y el paricalcitol. 
El falecalcitriol es un análogo sintético de la vitamina D con mayor 
actividad que el CTR debido a la sustitución de los átomos de hidrógeno de los 
carbonos 26 y 27 por flúor, lo que le confiere un metabolismo más lento. Un 






estudio realizado en pacientes urémicos en hemodiálisis mostró su efectividad en 
cuanto a la inhibición de la secreción de PTH, aunque también produjo un 
incremento en los niveles séricos de Ca (408). 
El maxacalcitol o 22-oxacalcitriol, otro análogo sintético de la vitamina 
D, tiene una gran eficacia como supresor de la secreción de PTH, como se pudo 
comprobar en un estudio multicéntrico a doble ciego controlado con placebo. Sin 
embrago, en dicho estudio se detectó una alta incidencia de episodios de 
hipercalcemia en pacientes tratados con dosis elevadas de dicha molécula (409). 
En otro estudio multicéntrico doble ciego randomizado, que incluyó pacientes con 
HPT2o, y controlado por placebo se evaluó el impacto del doxercalciferol sobre 
el metabolismo mineral. Pacientes tratados con este análogo experimentaron un 
importante descenso en los niveles de PTH y ningún incremento en los niveles 
séricos de Ca (410). Posteriormente, en un estudio realizado con ratas urémicas 
donde se comparó el efecto del doxercalciferol y del paricalcitol sobre la CV, pese 
a tener un control similar del HPT2o,  hubo una mayor calcificación aórtica e 
incremento de la velocidad de pulso en los aniamles tratados con doxercalciferol 
(411). 
Paricalcitol (19-nor-1,25(OH)2D3), es un análogo de la vitamina D de 
tercera generación. Tiene una estructura similar a la del CTR, aunque carece de un 
grupo metileno en la posición C19, y tiene un grupo metilo y doble enlace en la 
cadena lateral (Figura 25).  







Figura 26. Estructura molecular del Paricalcitol 
El Paricalcitol (PC) es un activador del VDR efectivo en la supresión de la 
secreción de PTH. Actúa aumentando la expresión del VDR (412) y del receptor 
sensible al Ca en las glándulas paratiroideas, aunque no aumenta su actividad en 
el intestino (413); además de producir una menor resorción del hueso (414, 415). 
Por tanto, PC reduce la concentración de PTH mediante la disminución de su 
síntesis y su secreción, e inhibiendo la proliferación de la glándula paratiroides, 
con un efecto calcemiante mucho menor que el CTR y por tanto, con menor riesgo 
cardiovascular. En este sentido, un estudio doble ciego randomizado demostró un 
efecto supresor más rápido y sostenido sobre la PTH, con un menor número de 
episodios de hipercalcemia y elevación del producto CaxP que en el caso del CTR 
(416, 417). Asimismo, Teng y colaboradores demostraron una mayor tasa de 
supervivencia en pacientes tratados con paricalcitol respecto a aquéllos tratados 
con CTR (418).  
Slatopolsky y colaboradores demostraron, tanto en cultivo de células 
paratiroides bovinas como en ratas urémicas con HPT2º, la efectividad del PC 
para disminuir la secreción de la PTH. Además, este mismo estudio encontró una 






disminución significativa en la expresión del VDR en el intestino, lo que explica 
el menor efecto sobre el Ca y P en contraste con el CTR (419). En un estudio 
realizado con pacientes en diálisis se observó que el paricalcitol es 
aproximadamente 10 veces menos activo que el calcitriol a la hora de absorber Ca 
en el intestino (420). 
Nuestro grupo de investigación en un estudio in vivo, con un modelo 
experimental de nefrectomía y una dieta con contenido elevado en P (1,2%), ha 
analizado comparativamente los efectos de la administración de CTR, PC y del 
calcimimético (CM) AMG 641 sobre el HPTH2º y el desarrollo de CV. Los datos 
obtenidos, tras 28 días de tratamiento, demostraron que las ratas tratadas con PC 
presentaron niveles de PTH más bajos y una menor deposición tanto de Ca como 
de P a nivel aórtico en comparación con las tratadas con CTR. Además, este 
efecto se vio potenciado por el tratamiento simultáneo con CM, que evitó el 
desarrollo de CV y de tejidos blandos respecto a CTR más CM (124). Asimismo, 
el análisis de la curva de Kaplan-Meier reflejó una menor mortalidad en las ratas 
tratadas con CM solo o administrado junto con PC (124). Actualmente el PC es 
considerado como una herramienta terapéutica apropiada para el tratamiento del 























































Los pacientes con ERC desarrollan frecuentemente CV a nivel de la túnica 
media que contribuyen a la alta tasa de morbilidad y mortalidad cardiovascular 
observada en estos pacientes. Algunas alteraciones del metabolismo mineral 
asociadas a la ERC, y particularmente la acumulación de fosfato, parecen jugar un 
papel principal en la generación de las CV.  
En las últimas décadas, las estrategias terapéuticas para tratar el HPT2º en 
la ERC incluía el uso de altas dosis de CTR que podría contribuir sensiblemente al 
desarrollo de las CV mediante una elevación de los niveles de calcio y fosfato. 
Alternativamente, en la actualidad se vienen usando análogos de la vitamina D 
menos calcémicos como el paricalcitol, que ha resultado ser efectivo en el 
tratamiento del HPT2º sin inducir CV. No obstante, los mecanismos celulares que 
median el efecto diferencial del calcitriol y del paricalcitol  sobre las CV aún no 
están elucidados. En este estudio se parte de la hipótesis de que el tratamiento con 
calcitriol o paricalcitol modulará de forma diferente la calcificación, la 
transformación osteogénica y las vías de señalización intracelular de las CMLV 
inducidas por niveles elevados de fosfato. 
Por otro lado, dos de los principales factores asociados al progreso y a la 
severidad de la ERC son la inflamación crónica y el estrés oxidativo, los cuales se 
han relacionado también de manera causal con la CV. Sin embargo, el efecto 
directo y específico del fosfato como agente pro-inflamatorio y pro-oxidante en 
CMLV aún no está claro.  En este estudio se parte de la hipótesis de que el fosfato 
elevado es capaz de inducir una repuesta pro-inflamatoria y pro-oxidante que 
podría ser modulada de forma diferencial por el calcitriol y el paricalcitol. 






Así, el Objetivo General de este trabajo es:  
Evaluar in vitro, en células de músculo liso vascular, el efecto del fosfato, del 
calcitriol y del paricalcitol sobre los procesos de calcificación, transdiferenciación 
osteogénica, inflamación y estrés oxidativo. 
Para la consecución de este objetivo general, se proponen los siguientes 
objetivos específicos:  
1. Evaluar in vitro, en células de músculo liso vascular, el efecto diferencial del 
calcitriol y del paricalcitol sobre el proceso de calcificación inducido por niveles 
elevados de fosfato así como los mecanismos intracelulares implicados. 
1.1. Estudiar el efecto directo del calcitriol y del paricalcitol sobre el 
desarrollo de la calcificación (contenido de Ca) inducida por niveles elevados 
de fosfato en las CMLV. 
1.2. Evaluar el efecto de ambas moléculas sobre la expresión génica de 
marcadores de diferenciación osteogénica (Runx2, BMP2, Msx2 y 
Osteocalcina) durante la calcificación. 
1.3. Determinar la implicación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina en la 
transdiferenciación osteogénica de las CMLV durante el proceso de 
calcificación. Modulacion por calcitriol y paricacitol. 
 






2. Evaluar in vitro si el fosfato elevado es capaz de inducir un estado de 
inflamación y estrés oxidativo en CMLV. Además, en caso de ser así, determinar 
si este efecto puede ser modulado por el calcitriol o el paricalcitol. 
2.1. Evaluar  el efecto de niveles elevados de fosfato sobre la expresión génica 
y la secreción de citoquinas inflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα e ICAM) 
en células del músculo liso vascular. Modulación diferencial por calcitriol y 
paricalcitol. 
2.2. Determinar el efecto del fosfato sobre la activación de la ruta de 
señalización de NFκβ/p65. Efecto diferencial del calcitriol y del paricalcitol. 
2.3. Estudiar el efecto directo de niveles elevados de fosfato sobre la 
producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) en CMLV. Regulación 


















































































1. CULTIVO DE CÉLULAS DE MÚSCULO LISO VASCULAR. 
 Las Células de Músculo Liso Vascular (CMLV) provenientes de aorta 
humana se obtuvieron de un cultivo primario celular (Clonetics- Lonza 
Walkersville, Inc., EE.UU.). Las CMLV se estudiaron entre el quinto y el octavo 
pase. El medio utilizado para la expansión y crecimiento de las CMLV fue SmBm 
(Smooth muscle Basal medium), suplementado con SmGM-2 SingleQuot Kit 
Suppl. & Growth Factors (Clonetics- Lonza Walkersville, Inc., EE.UU.), que 
contiene: hEGF (Factor de crecimiento epidermal recombinante, humano), 
insulina, hFGF-B (Factor de crecimiento de fibroblastos β, humano), gentamicina 
y anfotericina-B. Además fue suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS) al 
15%. Las células en crecimiento fueron cultivadas en frascos de 75 cm2 (Becton 
Dickinson Labware, NJ, EE.UU).   
 Al alcanzar el 80-90 % de confluencia, las células fueron subcultivadas de 
la siguiente manera: se retiró el medio de cultivo y las células adheridas al frasco 
fueron lavadas 2 veces con suero fisiológico. Posteriormente, las células se 
levantaron añadiendo al frasco una solución de Tripsina/EDTA (Sigma Aldrich 
Inc, MO, EE.UU) con incubación de 5 minutos a 37ºC. Transcurrido este período 
de incubación, se añadió medio de cultivo (15% FBS), para inhibir la acción de la 
tripsina. A continuación, la suspensión celular fue centrifugada a 300 g, durante 
10 minutos y a 20ºC. El pellet fue resuspendido en medio de cultivo, y se extrajo 
una alícuota para contar las células. Una vez contadas y lavadas las células se 
cultivaron en placas de 6 pocillos (Ref. 140675, Nunc, Denmark) a una densidad 
de 80000-100000 células por pocillo. El medio de cultivo usado para el 






crecimiento de las CMLV fue Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
(Ref. D5671, Sigma Aldrich Inc, MO, EE.UU) suplementado con FBS al  15 % 
(BioWhittaker), piruvato sódico (1 mmol/L), glutamina (4.5 g/L), penicilina (100 
U/mL), estreptomicina (100 mg/mL) y HEPES (20 mmol/L). Las células 
cultivadas se dejaron crecer en un incubador de células en condiciones de un 5 % 
de CO2 y un 90 % de humedad para su mantenimiento. 
1.1. RECUENTO Y DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD 
CELULAR. 
 Para contar las células, a una alícuota de suspensión celular se le añadió el 
mismo volumen de Trypan Blue (Sigma Aldrich Inc, MO, EE.UU.) y de esta 
mezcla se cargaron 10 microlitros en la cámara de Neubauer (Figura 1). A 
continuación, se contaron las células vivas en cada cuadrante de 1 mm2, en el 
microscopio óptico.  
El Tripan  Blue es una molécula coloreada de gran peso molecular que 
sólo es capaz de entrar en las células que tienen la membrana alterada. Por tanto 
una célula viva en perfecto estado se observará incolora mientras que una célula 
muerta o muy alterada incorporará el colorante a su citoplasma y se observará 
azul. De este modo se puede determinar la viabilidad celular. 
    (Células incoloras / células totales) x 100 = % viabilidad celular 
 
La cámara de Neubauer es una cámara de contaje adaptada al microscopio 
de campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una 






depresión en el centro. Tiene grabadas en su parte central, dos cuadrículas 
microscópicas con cuatro áreas de 4x4 cuadrados.            
 
Figura 1. Cámara de Neubauer. 
 
El volumen de cada zona es 1 x 1 x 0,1 mm = 0,1 mm3 = 10-4 ml. Si 
contamos las células que hay en cada área, se puede calcular la concentración de 
la suspensión celular según la siguiente fórmula:  
Media de contajes de las cuatro zonas x 2 x 104 = núm. células/mL 
 
2. DISEÑOS Y TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES   
 Cuando las células en cultivo alcanzaron el 80-90 % de confluencia, se 
iniciaron los tratamientos de estudio, fabricados con medio de cultivo DMEM. 
Principalmente se estudiaron 4 grupos experimentales: un grupo control que tenía 
una concentración de fosfato de 0,9 mM, un grupo fosfato (PO) preparado con 






sales de fosfato de sodio a una concentración final de 3,3 mM y 2 grupos 
adicionales de fosfato a los que se le añadió bien calcitriol (10-8 M; PO+CTR) o 
su análogo paricalcitol (3x10-8 M; PO+PC), que se usaron para evaluar el efecto 
de ambas moléculas sobre los procesos de calcificación, diferenciación 
osteogénica, estrés oxidativo e inflamación. Para preparar el medio con alto 
contenido en P se utilizaron Fosfato Monobásico y Fosfato Dibásico en 
proporción 2:1 (Sodium Phosphate, Sigma Aldrich Inc, MO, EE.UU.).  
Para determinar los niveles de calcificación (contenido de Ca) y la 
diferenciación osteogénica se llevaron a cabo los siguientes grupos 
experimentales: Control, PO, PO+CTR y PO+PC.  Los tratamientos fueron 
llevados a cabo durante 9 días. Durante este tiempo los medios de cultivo fueron 
reemplazados cada 2 ó 3 días. El contenido de Ca se determinó mediante 
colorimetría y la diferenciación osteogénica se valoró mediante la expresión 



















Se realizaron cultivos de 24 horas para valorar la influencia de los grupos 
experimentales sobre la activación de las rutas canónicas Wnt/β-Catenina 
mediante western blot y microscopía confocal, así como por expresión de genes 








-Genes diana Ruta Wnt/β-Catenina




Se  llevaron a cabo cultivos de 24 horas con los grupos experimentales 
indicados anteriormente para evaluar la activación de la vía de señalización de 
NFκβ canónica mediante western blot y microscopía confocal. Asimismo, se 
realizaron cultivos de 9 días para cuantificar la expresión génica de marcadores 
inflamatorios y los niveles de citoquinas secretadas y de ICAM-1 en la superficie 
celular mediante Bio-Plex y citometría de flujo respectivamente.  






















Se realizaron cultivos de 24 horas para evaluar la influencia de los grupos 

















Para evaluar el efecto de la inhibición de la ruta Wnt/β-Catenina en el 
proceso de calcificación y en la expresión de genes diana de dicha ruta, se utilizó 
el inhibidor Dickkopf-related protein 1 (Dkk1; ref 5439-DK-010; R&D Systems; 
100 ng/ml). Los grupos estudiados fueron: C, PO, PO+CTR, PO+PC, PO+Dkk-1, 
PO+CTR+Dkk-1 y PO+PC+Dkk-1. Los tratamientos tuvieron una duración de 24 
horas. Tras el tiempo de cultivo se midió la activación de la ruta  Wnt/β-Catenina 






PO+CTR      PO+CTR+Dkk-1
PO+PC         PO+PC+Dkk-1
-Genes diana Ruta Wnt/β-Catenina 




Para valorar el efecto dosis-respuesta del CTR sobre la inflamación, se 
usaron adicionalmente dosis de 10-10 M  y 10-12 M de CTR. Los grupos 
experimentales estudiados fueron: C, PO, PO+CTR-8, PO+CTR-10 y PO+CTR-12. 
Se llevaron a cabo experimentos de 24 horas y experimentos de 9 días de 
duración. Tras 24 horas se analizaron la generación de EROs y la activación de la 






vía de señalización canónica de NFκβ (p65) mediante western blot. Después de 9 
días de tratamiento se determinaron la expresión génica de marcadores de 
inflamación, la presencia de ICAM-1 en la superficie celular y la secreción de 






























3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE 
CALCIFICACION 
Para determinar el efecto del fosfato, del calcitriol y del paricalcitol sobre 
los niveles de calcificación se siguió el diseño experimental descrito en el 
apartado 2 (Figura 2).  Transcurrido el periodo experimental, se retiró el medio de 
cultivo de cada uno de los pocillos y se lavaron dos veces con PBS (Sigma 
Aldrich Inc, MO, EE.UU). A continuación,  las células se incubaron con HCl 0,6 
N (Merck, Darmstadt, Alemania) a 37ºC en una atmósfera húmeda con 5% de 
CO2 para descalcificarlas. Después de 24h se recogió la solución de HCl y se 
procedió a la lisis de las células con NaOH 0,1 M (Panreac Química, SA, 
Barcelona, España) y SDS 0,1% (Sigma Aldrich Inc, MO, EE.UU) para la 
cuantificación de proteína (Figura 8). 
El contenido de Ca en el extracto ácido obtenido se determinó 
colorimétricamente utilizando como colorante la fenolsulfoneftaleina 
(QuantiChromTM Calcium Assay Kit, DICA-500, BioAssay Systems, USA), que 
forma con el Ca un complejo muy estable de color azul. El contenido del 
complejo formado y, por tanto, del Ca de la muestra fue determinado por  
Espectrofotometría (Biotek Power Wave XS, EE.UU.) a una longitud de onda de 
612 nm con lámpara de luz Visible.  
 







Figura 8. Procesamiento de los cultivos de CMLV  transcurrido el tiempo del experimento, para su 
desmineralización y cuantificación de Ca. 
 
El contenido de proteína en la suspensión de células obtenida fue 
cuantificado por el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad 
Laboratories, Munich, Alemania), descrito a continuación. El contenido de calcio 
se normalizó con los datos de proteína obtenidos, de manera que el contenido de 
calcio de las células se expresa como µg de Ca/mg de proteína.    
3.1. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL MÉTODO 
BRADFORD. 
 La determinación de la concentración de proteínas de las muestras se llevó 
a cabo mediante el método de Bradford (Bradford MM, 1976). Método que se basa en el 
Células al finalizar el 
experimento
2 lavados con PBS  
Cuantificación de calcio por el método 
o-cresolphthaleinacomplexona
Desmineralización con 
HCl 0,6N durante 12 h
2 lavados con PBS, solubilización 
de las células con NaOH 0,1M-SDS 
0,1% y levantamiento por el método 
de raspado
Cuantificación de proteína por 
el método Bradford
Normalización de la cantidad de calcio con 
la Proteína






colorante Azul Coomassie que, en presencia de proteínas en medio ácido, pasa de 
una coloración anaranjada a una tonalidad azulada. Este cambio de coloración se 
cuantifica midiendo su absorbancia a 595 nm de longitud de onda. Los valores 
obtenidos se comparan con una curva estándar. 
  Para esta técnica se utilizó el colorante de Bio-Rad (Munich, Alemania) 
siguiendo el siguiente protocolo: 
1. Elaboración de la recta patrón: preparación de 8 diluciones de un estándar 
de proteína (BSA, Sigma) que cubre las concentraciones de 0,5 a 25 µg. 
2. Dilución de las muestras: 50 µl de NaOH 1 N + 1 µl del extracto 
citoplásmico o nuclear + 749 µl de agua destilada. 
3. Adición de 200 µl del reactivo Bradford a cada tubo y mezcla (vórtex). 
4. Incubación a temperatura ambiente durante 15 min. 
5. Medida de la absorbancia a 595 nm en un lector de placas (Biotek Power 
Wave XS, EE.UU.). 
6. Cuantificación de la concentración de proteína de cada muestra: se calculó 
la ecuación de la recta patrón obtenida mediante una recta de regresión a 
partir de los valores de absorbancia de las diluciones del estándar. Dicha 
ecuación se usó para aplicar los datos de absorbancia de las muestras y 
calcular las concentraciones de estas. 
 






4. DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA DE 
MARCADORES OSTEOGENICOS POR RT-PCR. 
La expresión génica de los marcadores osteogénicos seleccionados se llevó 
a cabo mediante la técnica de RT-PCR, descrita a continuación. Para la obtención 
de las muestras utilizadas en la determinación de la expresión génica se siguió el 
diseño experimental descrito en el apartado 2 de material y métodos (Figura 2). 
Los primers utilizados para determinar la expresión génica de los 
marcadores seleccionados fueron los siguientes: 
 
GEN PRIMER DIRECTO O SENTIDO PRIMER REVERSO O ANTISENTIDO 
GAPDH 5´-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3´ 5´-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3´ 
BMP2 5´-AGGAGGCAAAGAAAAGGAACGGAC-3´ 5´-GGAAGCAGCAACGCTAGAAGACAG-3´ 
Msx2 5´-AAATTCAGAAGATGGAGCGGCGTG-3´ 5´-CTGGGATGTGGTAAAGGGCGTGCG-3´ 
Runx2 5´-CCGGAGTGGACGAGGCAAGAGTT-3´ 5´-AGCTTCTGTCTGTGCCTTCTGGG-3´ 
Osteocalcina 5´-GCAGAGTCCAGCAAAGGTGCAGCC-3´ 5´-GCCTCCTGAAAGCCGATGTGGTCA-3´ 
 
 







4.1.1. Recogida de muestras de cultivo de Células de Músculo Liso Vascular. 
 Finalizado el experimento se procedió a retirar el medio de cultivo de cada 
uno de los pocillos y después a lavarlos 2 veces con PBS. A continuación se 
añadió a cada pocillo 1 ml de TRIZOL (Sigma Aldrich Inc, MO, EE.UU) para 
levantar las células por el método de raspado. Seguidamente, las células fueron 
resuspendidas con una pipeta y la suspensión celular colocada en un vial 
eppendorf de 1,5 ml.  Las muestras se sometieron a una agitación con vortex 
durante 10-15 segundos y posteriormente se congelaron a -80ºC hasta su 
utilización. 
4.1.2. Extracción de ARN  
La extracción del ARN se llevó a cabo siguiendo el método de  
Chomczynski y Sacchi (423). En primer lugar, los homogenados celulares se 
dejaron reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir así la 
disociación completa de proteínas. Tras este tiempo se agregaron 200 µl de 
cloroformo por muestra, se agitaron vigorosamente con vortex y fueron incubados 
durante 5-6 minutos. Después centrifugamos las muestras a 13000 g durante 15 
minutos a 4ºC, y a continuación se recogió la fase superior acuosa de cada una de 
las muestras, en la cual permanece el ARN. Para precipitar el ARN se usó 0,5 ml 
isopropanol por mililitro de trizol usado en cada muestra. Después se incubaron 
las muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos y más tarde se 
centrifugaron a 13000 g durante 10 minutos a 4ºC. Tras centrifugar la muestra se 
retiró el sobrenadante y se añadió 1 ml de etanol al 75% para lavar los pellets de 






ARN por centrifugación a 13000 g durante 5 minutos y a 4oC. Por último, se 
retiraron los sobrenadante y se  resuspendieron  las muestras de ARN en 50-60 µl 













Figura 9. Esquema del protocolo de extracción de ARN total por el método de Chomczynski y Sacchi. 
 
4.1.3. Cuantificación de ARN. 
 El ARN de las muestras fue cuantificado mediante la medida de 
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm en un espectrofotómetro 
(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer; NanoDrop Technologies, 
Wilmington, DE, EE.UU.).  
 El cálculo de la concentración de ARN es determinada por el instrumento 
mediante la siguiente fórmula: 
 
Medida de absorbancia a 260 nm x 40 / 1000 = [ ] ARN en µg/µl 






4.1.4 Tratamiento con ADNasa 
La posible contaminación del ARN total extraído con Trizol con ADN 
genómico fue eliminado mediante un tratamiento con ADNasas, enzimas que 
digieren fragmentos de ADN. Para ello se utilizó un kit comercial de Sigma-
Aldrich (Referencia AMPD1, St. Louis, Missouri, USA).   
El protocolo empleado fue el siguiente: Para tratar 1 µg de ARN la mezcla 
de reacción contiene 1 µl de tampón de reacción 10X, 1 µl de ADNasa y agua 
libre de ARNasas y ADNasas hasta completar un volumen final de 10 µl. Esta 
mezcla de reacción se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
Transcurrido este tiempo, se añadió a la reacción 1 µl de solución de parada y se 
dejó incubar durante 10 minutos a 70º C en un termobloque. 
4.1.5. RT-PCR a tiempo real 
 La RT-PCR (del inglés Reverse Transcription-Polymerase Chain 
Reaction), es una técnica utilizada para determinar la expresión de genes de 
interés. Dicha técnica permite la amplificación específica de una pequeña cantidad 
de moléculas de ARNm, primero mediante una retro transcripción (RT) del ARN, 
produciendo ADNc, y posteriormente amplificando dicho ADNc en sucesivos 
ciclos de PCR. De esta manera, la RT-PCR es una técnica muy sensible, que 
requiere poco ARN.  
 Para realizar la RT-PCR en tiempo real utilizamos el sistema 
Lightcycler@480 de Roche (Roche Molecular Biochemicals; Indianápolis, IN, 
EE.UU), que posibilita la cuantificación de ARN como se ha comentado 






anteriormente mediante la síntesis “de novo” de ADN a partir de ARN,  y la 
identificación de productos por su temperatura de fusión en el mismo tubo de 
reacción. Esta técnica está basada en la monitorización de la PCR usando técnicas 
de fluorescencia (Sybr-Green I).  
 
Figura 10.  Lightcycler 
  
 En el sistema Lightcycler@480 utilizamos el SYBR Green I, un 
fluorocromo que se une preferentemente a ADN de doble cadena. La unión de 
este reactivo al ADN de doble cadena recién sintetizado induce la emisión de una 
fluorescencia proporcional a la concentración de ADN sintetizado. De esta forma, 
el producto que se está formando en cada ronda de amplificación puede ser 
visualizado de forma continua y monitorizada. La señal aparece a partir de un 
número determinado de ciclos, dependiendo de la concentración de partida de las 
muestras y de la eficiencia de los primers.  






 La temperatura de fusión (Tm, o temperatura de melting) de un fragmento 
específico corresponde aproximadamente a la mínima temperatura a la cual el 
producto sintetizado por PCR se separa en dos hebras de ADN de cadena simple, 
y dicha temperatura va a depender de la longitud del fragmento y su contenido en 
G+C (guanina+citosina), de manera que es normal obtener distintas curvas para 
cada producto amplificado, por lo que cuando se utiliza el SYBR Green I se puede 
confirmar la amplificación de la diana específica a través de este análisis. Así, 
unos fragmentos pueden distinguirse de otros a partir de sus distintas Tm. La 
derivada de la curva de fusión nos revela un pico máximo correspondiente a la Tm 
del producto. El área bajo la curva de este pico es proporcional a la cantidad de 
producto.  
 Las diferencias entre las distintas muestras en el número de copias de los 
genes de estudio se determinaron a través del ciclo umbral (Ct), que representa el 
ciclo de la PCR al cual la fluorescencia supera un valor umbral, experimentando 
un cambio significativo. El valor de Ct establecido corresponde siempre a un valor 
encuadrado en la fase exponencial de la curva de fluorescencia, y es inversamente 
proporcional a la cantidad inicial de moléculas molde.  
 Para analizar cambios relativos en la cantidad de transcritos de los 
distintos genes se elige como referencia un transcrito cuya expresión no se vea 
modificada a pesar de los distintos tratamientos a los que se someten las muestras, 
normalmente un gen constitutivo (housekeeping). Al comparar los valores de Ct 
del gen de referencia con los del gen problema en los distintos tratamientos 
experimentales, se pueden determinar cambios relativos en la expresión del gen 






problema. En nuestro estudio, la expresión génica relativa de cada uno de los 
genes de estudio se determinó mediante RT-PCR cuantitativa relativa utilizando el 
gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa GAPDH  como gen control 
constitutivo (housekeeping). 
 Las secuencias de los primers (cebadores) usados en este estudio se 
diseñaron con los programas OligoExplorer1.2 y Oligo (sistema operativo MS-
DOS). Para su diseño se tuvieron en cuenta distintos parámetros entre los que se 
pueden destacar los siguientes:  
 
- contenido de G+C (50-60%) 
- temperatura de hibridación (57-63º C) 
- tamaño del cebador (18-24 pb) 
- tamaño del producto (100-300 pb) 
- localizados en exones diferentes  
 
 
 La RT-PCR se llevó a cabo en un solo paso usando el kit QuantiTect SYBR 
Green™ RT-PCR (Ref 204243, Qiagen, Hilden, Alemania). Para un volumen 
final de 20 µl se utilizaron 30 ng de ARN total. La mezcla de reacción contenía 
0,5 µM de cada primer, 10 µl de SYBR Green PCR master mix y 0.2 µl de RT 
(retrotranscriptasa). Para la síntesis del ADNc se hizo primero una incubación a 






45ºC durante 10 min y después se desnaturaliza a 95ºC durante 2 min para separar 
ambas moléculas (ADNc y ARN). La amplificación se llevó a cabo durante 50 
ciclos, y en cada ciclo se llevaba a cabo un primer paso de  desnaturalización a 
95ºC durante 5 segundos, un anillamiento (annealing) de 10 segundos a 60ºC y un 
paso de extensión a 72ºC durante 5 segundos. La detección de la fluorescencia del 
producto se realizó al final de cada ciclo de extensión a 72ºC. Para confirmar la 
especificidad de la amplificación, se analizaron las curvas de melting o de fusión 
de los productos de la PCR desde 65ºC a 90º C. En las PCRs se incluyeron 
controles negativos, que contenían agua en lugar de ARN, para confirmar que no 
había contaminación en la mezcla de PCR.  
4.1.6. Eficiencia de las reacciones. 
 Como se ha descrito anteriormente, la cuantificación relativa se utiliza 
para obtener la magnitud de los cambios fisiológicos en los niveles de expresión 
de un gen en estudio, en comparación con uno o más  genes de referencia.  







Figura 11.  Recta eficiencia primers 
 
Las eficiencias de los primers se calculan a partir de las pendientes de la 
curva estándar (a) obtenida de las reacciones de PCR en tiempo real producto de 
las diluciones seriadas del ARN de una muestra conocida con los primers 
considerados y de los valores de Ct obtenidos. Las pendientes de las rectas de 
regresión lineal para determinar la eficiencia de los distintos cebadores utilizados 
en esta tesis doctoral tienen un valor más o menos de -3,3. 
 A continuación se describe el modelo para la cuantificación relativa en 
este trabajo, en el cual las diferentes eficiencias de los primers tanto para los genes 
en estudio como para los genes de referencia fueron tomadas en cuenta: 






   




En esta ecuación Etarget representa la eficiencia de la PCR en tiempo real 
del gen objeto de estudio; Eref representa la eficiencia de la PCR en tiempo real 
del gen de referencia; ∆CPtarget  es la desviación en Ct del control menos la 
muestra del gen en estudio; y ∆CPref es la desviación en Ct del control menos la 
muestra del gen de referencia. 
Es importante mencionar que la eficiencia de la PCR en tiempo real es la 
capacidad de la reacción de duplicar el número de copias de las cadenas de ADN 
o ADNc en cada ciclo. 
4.1.7. Verificación del producto amplificado  
La verificación del producto amplificado se realizó mediante electroforesis 
en gel de Agarosa al 2%, con Bromuro de Etidio (BrEt) a una concentración de 10 
mg/ml, en tampón de Tris acetato EDTA (TAE) 1X. Se utilizó un marcador de 
peso molecular para valorar el tamaño de cada amplicón. Las muestras y el 
marcador de peso molecular correspondiente se dejaron migrar durante 45-60 










fotografió en un documentador de geles tipo ChemiDoc XRS de Bio-Rad y con el 
software Image LabTM 5.1.  
 
5. ESTUDIO DE LA RUTA CANÓNICA WNT/Β-CATENINA 
 Para analizar la implicación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina en el 
proceso de calcificación y en la diferenciación osteogénica de las CMLV se 
llevaron a cabo estudios de localización intracelular de β-Catenina mediante 
microscopia confocal, estudios de expresión proteica de β-Catenina mediante 
western blot y estudios de análisis de expresión de genes diana de esta ruta por 
RT-PCR. El diseño experimental que se llevó a cabo fue el que se ha descrito en 
el apartado 2 (Figura 3).   
5.1. MICROSCOPÍA CONFOCAL  
 Esta técnica está basada en técnicas de inmunodetección que emplean la 
capacidad de reconocimiento de los anticuerpos a sus antígenos. Primero usamos 
un anticuerpo primario para detectar la proteína de interés, y después un 
anticuerpo secundario que reconoce al complejo antígeno-anticuerpo primario.  
Para llevar a cabo los experimentos de microscopía confocal las CMLV 
fueron sembradas a una densidad de 80000-100000 células por pocillo en placas 
especialmente diseñadas para poder llevar a cabo el protocolo de 
inmunofluorescencia y poder visualizar el resultado por microscopía confocal 
(Nunc, Rochester, NY, USA). Transcurrido el tiempo del experimento se retiraron 
los medios de cultivo y las células se lavaron con PBS (3 veces), durante 5 






minutos y a temperatura ambiente cada vez. Tras los lavados, las células se fijaron 
y permeabilizaron con metanol (MERCK, Madrid, España). Primero en metanol al 
50% en agua a 4º C durante 2 minutos, luego con metanol al 100% a -20º C 
durante 20 minutos, y una vez más con metanol al 50% en agua a 4º C durante 2 
minutos. Después las células se lavaron con abundante volumen de PBS (3 veces) 
para retirar cualquier resto de metanol. A continuación las células ya fijadas y 
permeabilizadas se incubaron a 4ºC durante toda la noche con el anticuerpo 
primario que reconoce a la proteína de estudio. El anticuerpo se preparó antes en 
PBS con 1% BSA para evitar uniones inespecíficas.  
Después de incubar con el anticuerpo primario las células se lavaron de 
nuevo con PBS (3 veces). A continuación, se marcaron con un anticuerpo 
secundario anti-mouse (AlexaFluor488) que se dejó incubar con las muestras en 
oscuridad y durante un tiempo de 2 h a temperatura ambiente. Esta dilución 
también se realizó en PBS con BSA al 1%. Al terminar, y manteniendo las 
condiciones de oscuridad, se incubaron las muestras con DAPI (Invitrogen, 
California, USA) a temperatura ambiente durante 5 minutos para que los núcleos 
fueran teñidos. Después, las CMLV se lavaron con PBS durante 5 minutos a 
temperatura ambiente para finalmente montarlas en portas aplicándoles medio de 
montaje Aqua-Poly/Mount (Polysciences, Inc; Ref 18606). Las muestras fueron 
guardadas en frío y en oscuridad hasta ser observadas en el microscopio confocal 
LSM 5 Exciter Carl Zeiss (Munich, Alemania). Las imágenes fueron analizadas 
con el software libre ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, 
Bethesda, MD, USA) utilizando el plugin Colocalization finder y teniendo en 
cuenta el valor de M1 en el Coeficiente de Mander, el cual representa el 






porcentaje de píxeles de color verde (correspondiente al marcaje del anticuerpo 
primario) que colocalizan con píxeles de color azul (DAPI). 
Los anticuerpos usados para la inmunodetección de  β-Catenina para 
microscopía confocal son los que se detallan a continuación: 
-Anti-β-Catenina (Dilución 1:150, Ref. 610153, Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, New Jersey, USA). Anticuerpo primario de ratón. 
-Anti-mouse AlexaFluor488 (Dilución 1:500, Ref. F0232, 
DakoCytomation Glostrup, Dinamarca). Anticuerpo secundario. 
 
5.2. WESTERN BLOT. 
 La identificación y cuantificación de la proteína de interés se realizó 
mediante Western Blot (WB). Esta técnica está basada en técnicas de 
inmunodetección que emplean la capacidad de reconocimiento de los anticuerpos 
a sus antígenos. Llevamos a cabo una inmunodetección indirecta usando un 
anticuerpo primario, para localizar la proteína de interés, y un anticuerpo 
secundario que reconoce al primario y localiza los complejos antígeno-anticuerpo. 
Este anticuerpo secundario se puede marcar de formas muy diversas con el fin de 
producir una señal. 
 En primer lugar, la cuantificación de proteína se determinó mediante el 
método Bradford (ver apartado 3.1). Para el WB se utilizaron 10 µg de extractos 
nucleares de cada muestra que fueron cargados en geles de poliacrilamida. Tras 






correr por electroforesis, las muestras fueron transferidas a membranas de 
nitrocelulosa para posteriormente detectar las proteínas de interés mediante 
anticuerpos específicos. 
5.2.1. Electroforesis. 
 La electroforesis de las proteínas se llevó a cabo en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% (electroforesis PAGE, del inglés polyacrilamide gel 
electrophoresis) utilizando los geles NuPAGE® Novex® Bis Tris Mini Gels 
(Invitrogen, CA, EE.UU.).  
5.2.2. Preparación de las muestras. 
 Se mezclaron 10 µg de muestra de proteína con buffer de carga 
(Invitrogen, CA, EE.UU.), y se incubaron a 70ºC durante 10 min para 
desnaturalizar las proteínas. Después, las muestras se cargaron en el gel de 
poliacrilamida y se cubrieron con running buffer MES-SDS (Invitrogen, CA, 
EE.UU.) al que se le añadió un agente antioxidante (Invitrogen, CA, EE.UU.). La 
electroforesis se llevó a cabo a 200 V y 90 mA durante aproximadamente, 1h. 
5.2.3 Transferencia de proteínas.  
 La transferencia de proteínas consiste en la inmovilización de las proteínas 
sobre membranas sintéticas para su detección posterior. Después de separar las 
proteínas mediante electroforesis se llevó a cabo una transferencia a una 
membrana de nitrocelulosa del mismo tamaño que el gel de 0,45 µm de poro. 
Dicha transferencia es posible al aplicar un campo eléctrico perpendicular al gel. 
Como preparación a la transferencia, los geles se colocaron entre dos trozos de 






papel Whatman (Extra Thick Blot Paper, Bio-Rad, Munich, Alemania) y sobre la 
membrana de nitrocelulosa  (Invitrogen, CA, EE.UU.), previamente incubados en 
tampón de transferencia (Tris base 50 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.02% y 20% 
de metanol; Sigma) y después se colocaron en un sistema de transferencia semi-
seco (Bio-Rad, Munich, Alemania) 1 hora, a amperaje constante de 230 mA y con 
un voltaje no superior a 25 V.  Después, la tinción con rojo Ponceau S al 0,1 % 
(Sigma) con un 5% de ácido acético durante 5 minutos y a temperatura ambiente 
nos permitió verificar si la transferencia fue correcta. Seguidamente, mediante 
lavados con  TTBS (Tris 20 mM; Tween 20 al 0.2% (v/v); NaCl 150 mM; a 
pH=7.5; Sigma) se eliminó el colorante para proceder a continuación con el 
bloqueo de las membranas. 
5.2.4. Bloqueo de la membrana. 
 Este paso de bloqueo de la membrana es importante para evitar las uniones 
no específicas de los anticuerpos, eliminando el posible ruido de fondo o los 
falsos positivos que pudieran aparecer. De esta manera, las membranas fueron 
bloqueadas durante 2 h a temperatura ambiente con leche al 5% (Bio-Rad, 
Munich, Alemania) disuelta en TTBS y a un pH de 7,6. Durante estas 2 horas de 
incubación se mantuvo una agitación suave y constante. 
5.2.5. Inmunodetección con anticuerpo primario y secundario. 
 Tras el bloqueo, la membrana se lavó tres veces con TTBS durante 15 min 
y después se incubó con el anticuerpo primario específico contra las proteínas de 
interés y contra la proteína de expresión constitutiva (TFIIB) diluido en TTBS. 






Dicha incubación duró toda la noche y se llevó a cabo en agitación suave a una 
temperatura de 4ºC. 
 Después de incubar con el anticuerpo primario, la membrana se lavó tres 
veces con TTBS durante 15 min. A continuación, para reconocer y detectar el  
anticuerpo primario, se incubaron las membranas durante 1 h a temperatura 
ambiente y con agitación suave con anticuerpos secundarios marcados 
enzimáticamente. En concreto, se utilizó anti-IgG conjugado con peroxidasa de 
rábano (HRP; Santa Cruz Biotechnology) a una dilución de 1:5000. Tras la 
incubación la membrana se lavó cinco veces con TTBS de 10 min cada uno. 
Los anticuerpos usados para Western Blot en la inmunodetección de  β-
Catenina son los que se detallan a continuación: 
-Policlonal de conejo anti β-Catenina humana 1:1000 (ref. 9562, Cell 
Signaling, Boston, MA, USA). Anticuerpo primario. 
- Policlonal de conejo anti TFIIB humano 1:1000 (ref. 4562, Cell 
Signaling, Boston, MA, USA). Anticuerpo primario. 
-Anti-IgG de conjugado con peroxidasa de rábano 1:5000 (HRP; Santa 
Cruz Biotechnology). Anticuerpo secundario. 
 
5.2.6. Revelado. 
 Se utilizaron anticuerpos marcados con peroxidasa de rábano para hacer 
visible las proteínas reconocidas por los anticuerpos. Dicha enzima cataliza la 






oxidación del reactivo luminol en presencia de peróxido de hidrógeno 
produciendo así una reacción quimioluminiscente susceptible de ser cuantificada. 
 
Figura 12. Representación esquematizada de la inmunodetección indirecta de un antígeno y revelado 
mediante peroxidasa de rábano. 
 
 La proteína inmunomarcada se detectó posteriormente mediante el uso del 
reactivo ECL plus (Amersham Bioscience, NJ, EE.UU.) con el cual se incubaron 
las membranas durante 5 min a temperatura ambiente. Para la visualización de las 
bandas de casi el total de todos los Western Blot llevados a cabo en este se usó el 
instrumento LAS4000 (GE Healthcare Bio-Sciencies AB, Suecia). 
 Los niveles de las proteínas analizadas se cuantificaron usando el 
programa de análisis de imágenes ImageJ versión 1.44 (Wayne Rasband, National 
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Los resultados se expresaron en 
términos de densidad óptica (DO) relativa y se calcularon mediante la intensidad 
de la banda correspondiente a la proteína de interés frente a la intensidad  de la 
banda correspondiente a TFIIB y relativizada a la muestra control.  







La determinación de la expresión de los genes diana de la ruta Wnt/β-
Catenina seleccionados se llevó a cabo mediante la técnica de RT-PCR (ver 
apartado 4.1). 
Los primers utilizados para determinar la expresión de los genes diana 
seleccionados fueron los siguientes: 
GEN PRIMER DIRECTO O SENTIDO PRIMER REVERSO O ANTISENTIDO 
GAPDH 5´-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3´ 5´-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3´ 
CyclinD1 5´-CCGAGGAGCTGCTGCAAATGGA-3´ 5´-ATGGAGGGCGGATTGGAAATGAAC-3´ 
VCAN 5´-ATACGTGCAAGAAAGGAACAGTCG-3´ 5´-GTCCTTTGGTATGCAGATGGGTTC-3´ 
AXIN2 5´-TCGCAGGCTAGCTGAGGTGTCGA-3´ 5´-CAGTTTCTTTGGCTCTTTGTGATC-3´ 
 
6. VALORACION DE LOS CAMBIOS EN EL ESTADO 
INFLAMATORIO INDUCIDOS POR LOS TRATAMIENTOS 
EXPERIMENTALES 
Para valorar los cambios en el estado de inflamación inducido por los 
tratamientos experimentales se hicieron estudios de localización intracelular de 
NFκβ mediante microscopia confocal, de expresión proteica de NFκβ (p65) por 
western blot, de expresión génica de marcadores de inflamación mediante RT-






PCR y se determinó la expresión proteica de marcadores de inflamación por Bio-
Plex y citometría de flujo. El diseño experimental que se llevó a cabo se ha 
descrito en el apartado 2 de material y métodos (Figura 4).   
6.1. Microscopía Confocal. 
La localización intracelular de NFκβ  por microscopía confocal se llevó a 
cabo de acuerdo con el protocolo previamente descrito (ver apartado 5.1). 
Los anticuerpos usados para la localización de NFκβ fueron los siguientes: 
-Anti-p65/NFκB (Dilución 1:250, Referencia sc-8008, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).  Anticuerpo primario de ratón. 
-Anti-mouse AlexaFluor488 (Dilución 1:500, Ref. A-21204, 
InvitrogenTM). Anticuerpo  
 
6.2. WESTERN BLOT 
La cuantificación de NFκβ en la fracción proteica nuclear mediante 
western blot se llevó a cabo de acuerdo con el protocolo previamente descrito (ver 
apartado 5.2). 
Los anticuerpos usados fueron los siguientes: 
- Policlonal de conejo anti NFκB p65 (C-20) humano 1:500 (ref. sc-372, 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Anticuerpo primario. 






- Policlonal de conejo anti TFIIB humano 1:1000 (ref. 4562, Cell 
Signaling, Boston, MA, USA). Anticuerpo primario. 
-Anti-IgG de conjugado con peroxidasa de rábano 1:5000 (HRP; Santa 
Cruz Biotechnology). Anticuerpo secundario. 
6.3 RT-PCR 
La determinación de la expresión génica de los marcadores inflamatorios 
seleccionados se llevó a cabo mediante la técnica de RT-PCR (ver apartado 4.1). 
Los primers utilizados para determinar la expresión de los marcadores 
seleccionados fueron los siguientes: 
GEN PRIMER DIRECTO O SENTIDO PRIMER REVERSO O ANTISENTIDO 
GAPDH 5´-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3´ 5´-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3´ 
ICAM-1 5´-GGGGAACCAGAGCCAGGAGACACT-3´ 5´-TGGGCCTCACACTTCACTGTCACC-3´ 
 Interleuquina-1β 5´-CAGGATATGGAGCAACAAGTGGTG-3´ 5´-GGGTAATTTTTGGGATCTACACTC-3´ 
Interleuquina-6 5´-GCCCCACACAGACAGCCACTCACC-3´ 5´-TGCCTCTTTGCTGCTTTCACACAT-3´ 
Interleuquina-8 5´-GGTGCAGAGGGTTGTGGAGAAGTT-3´ 5´-CATGAAGTGTTGAAGTAGATTTGC-3´ 
TNF-alpha 5´-CTTGTTCCTCAGCCTCTTCTCCTTCC-3´ 5´-AAGATGATCTGACTGCCTGGGCCAG-3´ 
 






6.5 DETERMINACIÓN DE CITOQUINAS INFLAMATORIAS 
POR BIO-PLEX 
Una vez transcurrido el tiempo de experimentación, los sobrenadantes de 
los medio de cultivo fueron recogidos para determinar la secreción de citoquinas 
inflamatorias inducida por cada uno de los tratamientos de estudio. La 
concentración de citoquinas se midió mediante el kit Bio-Plex Pro Human 
Cytokine 4-Plex (Ref. M50000000CC, Exp Hu Cyto Grp1 4-PLEX, 1x96, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA) de acuerdo a las instrucciones de uso del 
producto. 
El principio del ensayo de Bio-Plex es similar al ELISA: la unión 
covalente de los  anticuerpos de captura con microesferas magnéticas permiten 
que sean inmovilizados después de ser incubados con las muestras que contienen 
los marcadores de interés. A continuación se agregan los anticuerpos biotinilados 
para crear un complejo sándwich (ver figura 6). El sándwich es detectado 
finalmente por la adición de ficoeritrina-streptavidina (SA-PE) conjugada. La 
ficoeritrina sirve como reportero fluorescente. 
 
Figura 13. Principio del ensayo de Bio-plex: complejo sándwich de anticuerpos bio-marcados con 
microesferas. 






Los resultados fueron analizados mediante un Bio-Plex® 200 system.  
Las citoquinas de interés medidas por medio de este kit fueron: 
Interleuquina-1 beta (IL-1b), Interleuquina 6 (IL-6), Interleuquina 8 (IL-8) y el 
Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNFa). 
6.5. Citometría de flujo 
La determinación de los niveles de ICAM-1 se llevó a cabo empleando un 
citómetro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, 
USA), con el que se realizó una citometría convencional para la detección de 
células marcadas con el fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC).  
Protocolo de marcaje: Los tratamientos de los cultivos de CMLV fueron 
retirados y posteriormente las células fueron lavadas dos veces con suero 
fisiológico para retirar las trazas de suero y medio DMEM. Más tarde se 
añadieron 300 µl de tripsina a cada pocillo con una incubación de 5 minutos a 
37ºC y un 5% de CO2. Después de este tiempo se añadió a cada pocillo 1 ml de 
medio de cultivo para inhibir el efecto de la tripsina. Seguidamente, las células se 
pipetearon varias veces y se recogieron para ser centrifugadas a 300 g durante 10 
minutos a 4ºC. A continuación, para lavar las células, se resuspendieron en suero 
fisiológico y se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos, este paso se repitió una 
vez más. Después de centrifugarlas se resuspendieron en 200-300 µl y se 
incubaron en hielo durante 30 minutos con un anticuerpo anti-CD54 (ICAM-1) 
humano marcado con FITC (Ref. MHCD5401-4, Invitrogen, USA). 
Posteriormente, las células se lavaron con suero fisiológico para retirar el exceso 






de anticuerpo y se centrifugaron de nuevo a 300 g durante 10 minutos a 4º C. 
Descartamos el sobrenadante, y el precipitado se resuspendió en 200-300 µl de 
suero fisiológico.  
Adquisición y análisis: Se adquirieron 104 células y el análisis se realizó con el 
programa CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) 
excluyendo el ruido de fondo o background celular. El porcentaje de células 
positivas se calculó tras eliminar la fluorescencia emitida por la muestra marcada 
con el isotipo control. 
 
7. PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
(EROs). 
La producción de EROs se determinó por fluorescencia en CMLV 
sembradas en placas blancas de 96 pocillos con fondo transparente (ref. 655087, 
Greiner Bio-One). Las CMLV diluidas en medio normal DMEM fueron 
sembradas 48 horas antes a una densidad aproximada de 25.000 células/cm2 y se 
incubaron durante 48 horas antes del comienzo del experimento.  El diseño 
experimental que se llevó a cabo fue el descrito en el apartado 2 (Figura 5). Una 
vez finalizado el experimento, se procedió al protocolo de determinación de 
especies reactivas de oxígeno como se detalla a continuación.  
 






7.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA LA 
DETERMINACIÓN DE EROS 
Una vez finalizado el periodo de experimentación, se procedió a retirar los 
medios de cultivo y a lavar 2 veces con 200 µl de DMEM sin FBS, sin glutamina 
y sin piruvato sódico. Después de retirar el segundo lavado se añadió la sonda 
diluida en DMEM sin FBS, sin glutamina y sin piruvato sódico destinada a medir 
especies reactivas de oxígeno y fue incubada durante 30 minutos a 37ºC. 
Transcurrido este tiempo se retiraron las sondas y las células fueron lavadas con 
200 µl  de solución salina. A continuación, las células se lavaron con 200 µl de 
medio Hanks Balanced Salt Solution (HBSS). Finalmente se retiró el último 
lavado con HBSS para añadir 100 µl de medio HBSS con un 2 % de FBS. En este 
último paso permanecieron las células hasta el momento de medir la 
fluorescencia.  
 
Figura 14. Representación esquematizada de la reactividad de la sonda H2DCFDA con especies 
reactivas de oxígeno. 






La sonda utilizada para la medición de especies reactivas de oxígeno fue el 
diacetato de 2´, 7´dihidro-dicloro-fluoresceína (H2DCFDA, D-399, 
Lifetechnologies) a una concentración de 10µM. Esta sonda se torna fluorescente 
en presencia de distintas especies reactivas de oxígeno (anión peroxinitrito y 
radicales hidroxilos y peroxilos). 
 
8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
El estudio estadístico de los datos obtenidos en este trabajo se realizó con 
el programa informático SPSS versión 15.0. (Microsoft Corporation, EE.UU). 
Los datos fueron expresados como la media y el error estándar de la 
media. Para la comparación entre medias de tres o más grupo se usó un test de 
varianza (ANOVA) y si mostraba diferencias estadísticamente significativas, 
posteriormente se aplicaba un test post-hoc Duncan para determinar diferencias 
entre grupos. Para comparar medias entre dos grupos diferentes, se utilizó la 
prueba t de Student. Se consideraron significativos aquellos valores de P < 0,05. 
9. REDACCIÓN Y PRESENTACIÓN GRÁFICA. 
La redacción de este trabajo ha sido elaborada con el software Microsoft 
Office Word versión 2007 (Microsoft Corporation, USA). La elaboración de las 
gráficas se ha llevado a cabo con el software Graph Pad Prism 6. Todo mediante 
el sistema operativo Microsoft Windows XP Vista® business (Microsoft 
Corporation, USA).  


























































1. EFECTO DIFERENCIAL DEL CALCITRIOL Y DEL PARICALCITOL 
SOBRE LA CALCIFICACIÓN INDUCIDA POR NIVELES ELEVADOS 
DE FOSFATO EN CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR (CMLV). 
Células del músculo liso vascular (CMLV) fueron cultivadas en un medio 
con fosfato alto (3,3 mM, PO). Tras 9 días de cultivo se indujo calcificación 
(deposición de Ca) respecto a células control (0.9 mM de fosfato) (2.87±0,27 vs 
0.33±04; P<0.05). 
 
Figura 1. Efecto del calcitriol y del paricalcitol sobre la calcificación inducida por niveles elevados de 
fosfato en CMLV. CMLV fueron cultivadas durante 9 días con una concentración alta de fosfato (3,3 mM, 
PO) solo o suplementado con calcitriol (10-8 M, PO+CTR) o paricalcitol (3x10-8 M, PO+PC). Células 
incubadas con  DMEM (0,9 mM de fosfato) fueron usadas como control. El calcio se determinó mediante 
espectrofotometría utilizando como colorante la fenolsulfoneftaleina. Los datos son representados como la 
media y el error estándar de la media (SEM) (n=6/grupo, 5 experimentos, * P<0.05 vs control; # P<0.05 vs 
PO; $ P<0,05 vs PO+CTR).   
La adición de calcitriol (10-8M, CTR) a un medio con PO (PO+CTR) 
produjo un aumento adicional de la calcificación respecto al tratamiento con 







cultivadas con PO y suplementadas con paricalcitol (3x10-8M, PO+PC) la 
calcificación fue significativamente más baja que en las células cultivadas 
únicamente con PO (1,85±0,23 vs 2,87±0,27, P<0.05), aunque significativamente 
mayor que en las células control (Figura 1) (1,85±0,23 vs 0,33±0,04, P<0.05).    
 
2. EFECTO DEL CALCITRIOL Y DEL PARICALCITOL SOBRE LA 
EXPRESION DE MARCADORES DE DIFERENCIACION 
OSTEOGÉNICA DURANTE LA CALCIFICACION.  
Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar la influencia que ejercen 
el CTR y el PC sobre la diferenciación osteogénica experimentada por las CMLV 
cuando son cultivadas “in vitro” en un medio con PO. Para ello, se cuantificó la 
expresión génica de varios marcadores osteogénicos (BMP2, Runx2, Msx2 y 
Osteocalcina) mediante RT-PCR a tiempo real.  
Como puede apreciarse en la Figura 2, la expresión génica de BMP2, 
Runx2 y Msx2 fue significativamente más alta en células tratadas con PO que en 
células control, aunque no se apreció diferencia significativa en la expresión de 
Osteocalcina (OC).   
Al añadir CTR se produjo un aumento adicional y significativo en la 
expresión de BMP2, Runx2 y Msx2 respecto al observado con PO e indujo un 
aumento significativo en la expresión de osteocalcina. Por el contrario, la adición 
de PC no produjo un aumento en la expresión de Runx2, Msx2 y OC más allá del 






producido por niveles elevados de fosfato y redujo la expresión de BMP2 a 
niveles similares a los del grupo control. 
 
Figura 2. Efecto del calcitriol y del paricalcitol sobre la expresión génica de marcadores de fenotipo 
osteoblástico durante la calcificación de CMLV inducida por PO. CMLV fueron cultivadas durante 9 días 
con una concentración alta de fosfato (3,3 mM, PO) solo o suplementado con CTR (10-8 M, PO+CTR)  o PC 
(3x10-8 M, PO+PC). Células incubadas con DMEM (0,9 mM fosfato) fueron usadas como control.  Los 
niveles de ARNm fueron determinados mediante RT-PCR cuantitativa relativa. La expresión de los genes 
diana fue normalizada frente a la expresión de GAPDH.A: Expresión génica de BMP2. B: Expresión génica 
de Runx2. C: Expresión génica de Msx2. D: Expresión génica de Osteocalcina/BGLAP. Los datos son 
representados como la media y el error estándar de la media (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos, * P<0,05 vs 







3. IMPLICACIÓN DE LA RUTA CANÓNICA WNT/BETA-CATENINA 
EN LA TRANSDIFERENCIACIÓN OSTEOGÉNICA DE LAS CMLV 
DURANTE EL PROCESO DE CALCIFICACIÓN. EFECTO 
DIFERENCIAL DEL CALCITRIOL Y PARICALCITOL. 
Diversos estudios describen la participación de  la ruta Wnt/β-Catenina en 
la regulación osteogénica durante el desarrollo de la calcificación vascular 
(424)(3)(425).  
La activación de la ruta Wnt/β-Catenina lleva implícita la translocación al 
núcleo del factor de transcripción β-Catenina. El objetivo de este estudio fue 
evaluar la implicación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina en el proceso de 
calcificación inducida por PO en CMLV cultivadas “in vitro”, así como 
determinar efecto del CTR y del PC sobre la activación de dicha ruta.     
3.1. Niveles de β-Catenina nuclear 
Como puede apreciarse en el Western blot de la Figura 3, las CMLV 
tratadas con PO poseen una cantidad de β-Catenina nuclear significativamente 
mayor que las células control (135%±6,10 vs 98%±5,63; P<0,05). Asimismo, 
cuando las células fueron tratadas con PO+CTR el nivel de β-Catenina nuclear 
aumentó de manera  significativa respecto a las células tratadas únicamente con 
PO (168%±8,92 vs 135%±6,10; P<0.05). Sin embargo, la adición de PC al medio 
con PO produjo una reducción significativa en los niveles de β-Catenina en el 
núcleo de la célula respecto al grupo PO (P<0,05), alcanzando niveles similares a 
los observados en las células control (95,31%±6,57 vs 98,14±5,63). 





































Figura 3. Efecto del calcitriol y del paricalcitol sobre la ruta canónica Wnt/β-Catenina durante la 
calcificación de CMLV. CMLV fueron incubadas durante 24 horas en un medio sólo con fosfato (3,3 mM; 
PO), suplementado con CTR (10-8 M; PO+CTR) o suplementado con PC (3x10-8 M; PO+PC). Células 
incubadas en DMEM (0,9 mM fosfato) fueron usadas como control. A: Los Niveles de β-Catenina fueron 
evaluados mediante western blot de extractos nucleares. La imagen es representativa de 3 experimentos 
independientes. B: Cuantificación de la densidad óptica integrada (DOI)  normalizada con TFIIB. Los datos 
son representados como la media y el error estándar de la media (SEM) de 3 experimentos independientes 







La localización intracelular de β-Catenina fue determinada mediante 
Microscopía Confocal de fluorescencia (Figura 4) 

















Figura 4. Efecto del fosfato, del calcitriol y del paricalcitol sobre la localización intracelular de β-
Catenina. CMLV fueron incubadas durante 24 horas en un medio con fosfato solo (3,3 mM; PO) o 
suplementado con  CTR (10-8 M; PO+CTR) o PC (3x10-8 M; PO+PC). Células incubadas con fosfato 0,9 mM 
fueron usadas como control. A) Detección mediante  microscopía confocal de fluorescencia. Imágenes 
representativas de tres experimentos independientes. B) Cuantificación mediante el coeficiente de Manders 
(M1 plugin Verde vs DAPI) del marcaje por fluorescencia de β-Catenina nuclear (3 experimentos, *P<0,05 vs 













Las células control mostraron inmunofluorescencia sólo en el citoplasma 
mientras que las células incubadas sólo con PO o con PO+CTR mostraron una 
localización marcada de β-Catenina en el núcleo. Sin embargo, en las células 
incubadas con PO+PC la expresión y localización de β-Catenina estuvo 
principalmente limitada al citoplasma. 
3.2. Efecto del fosfato, calcitriol y paricalcitol sobre la expresión de 
genes diana de la Ruta Wnt/β-Catenina.  
Después de comprobar cómo los tratamientos de estudio modulaban la 
translocación nuclear de β-Catenina, se procedió a determinar la expresión génica 
de algunos genes diana de la ruta canónica Wnt/β-Catenina. Para ello 
seleccionamos los siguientes genes diana de la ruta Wnt/β-Catenina: Versican 
(VCAN), Ciclina D1 y Axina 2. 
Como puede apreciarse en la Figura 5, la expresión génica de los genes 
diana analizados fue significativamente más alta en CMLV tratadas con PO y en 
las células tratadas con PO+CTR que en las células del grupo control. Por otro 
lado, en las células tratadas con PO+PC la expresión de los genes analizados fue 
menor respecto al grupo tratado con PO, siendo significativa la diferencia en el 
caso de la Ciclina D1. Asimismo, no existen diferencias significativas en la 





















































































































Figura 5. Efecto del fosfato, del calcitriol y del paricalcitol sobre la expresión de genes diana de la ruta 
canónica Wnt/β-Catenina (Ciclina D1, Axina2 y VCAN/versican). CMLV fueron incubadas durante 24 
horas con fosfato (3,3 mM, PO) solo o suplementado con calcitriol (10-8 M, PO+CTR), o paricalcitol (3x10-8 
M, PO+PC). Células incubadas con DMEM (0,9 mM de fosfato) fueron usadas como control. La expresión 
de los genes diana fue normalizada con la expresión de GAPDH. Los datos son representados como la media 
y el error estándar de la media (SEM) de 3 experimentos independientes (n=6/grupo, 3 experimentos,  
*P<0,05 vs Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0,05 vs PO+CTR). 






3.3. Efecto de la inhibición de la ruta Wnt/β-Catenina sobre los 
procesos de transdiferenciación y la calcificación en CMLV.  
Para continuar valorando el papel que desempeña la activación de la ruta 
canónica Wnt/β-Catenina sobre la calcificación y sobre la transdiferenciación de 
las CMLV hacia células de linaje osteogénico se añadió Dkk-1 (Dickkopf-related 
protein 1), un inhibidor específico de la ruta canónica Wnt/β-Catenina.  
3.3.1.  Efecto de la inhibición de la ruta Wnt/β-Catenina con Dkk-1 sobre 
la translocación nuclear de β-Catenina. 
Como indican las figuras 6 y 7, cuando las CMLV son tratadas durante 24 
horas con Dkk-1 (100 ng/ml; PO+Dkk-1 y PO+CTR+Dkk1) se produce un 
descenso significativo en la translocación nuclear de β-Catenina respecto a los 
mismos tratamientos sin  Dkk-1. Es decir, la incubación con Dkk-1 inhibe la 
translocación nuclear de β-Catenina inducida por niveles elevados de fosfato y 
potenciada por el CTR. Sin embargo, no hay diferencias significativas en la 
translocación nuclear de β-Catenina entre las células tratadas con PO+PC y las 




















Figura 6. Efecto del Dkk-1, 
inhibidor de la ruta canónica 
Wnt/β-Catenina, sobre la 
translocación de β-catenina al  
núcleo de la célula. CMLV fueron 
incubadas durante 24 horas en un 
medio con fosfato (3,3 mM; PO) 
solo o suplementado con calcitriol 
(10-8 M, PO+CTR),  paricalcitol 
(3x10-8, PO+PC), Dkk-1 (100 
ng/ml, PO+DKK-1), calcitriol y 
Dkk-1 (PO+CTR+DKK-1) o 
paricalcitol y Dkk-1 
(PO+PC+DKK-1). Células 
incubadas en DMEM (0,9 mM de 
fosfato) fueron usadas como 
control. La localización intracelular 
de β-Catenina fue visualizada 
mediante inmunofluorescencia con 
microscopía confocal. Para cada 
tratamiento el marcaje de β-
Catenina (verde) es mostrado en la 
columna de la izquierda; en la 
columna central aparece la tinción 
de los núcleos mediante marcaje 
fluorescente con DAPI (azul); en la 
columna de la derecha se representa
la composición de ambas imágenes 
(merged). Las imágenes son 
representativas de 3 experimentos 
independientes.  







Figura 7. Cuantificación mediante el coeficiente de Manders (M1 plugin Verde vs DAPI) del marcaje 
por fluorescencia de β-Catenina nuclear. Los datos son representados como la media y el error estándar de 
la media (SEM) de 3 experimentos independientes, *P<0,05 vs Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0,05 vs el 
mismo tratamiento sin Dkk-1). 
 
3.3.2 Efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina mediante Dkk-1 sobre 
la expresión de genes diana de dicha ruta. 
Como puede apreciarse en la Figura 8, la adición de Dkk-1 a las células 
tratadas con PO y con PO+CTR (PO+ Dkk-1 y PO+CTR+ Dkk-1) redujo de 
manera drástica la expresión de los genes diana analizados (Ciclina D1, VCAN y 
Axina2) respecto a los tratamientos sin Dkk-1, llegando a alcanzar niveles 
similares a los del grupo control. En el grupo PO+PC la adición de Dkk-1 no 
indujo un descenso adicional en la expresión génica de VCAN y Axina 2, aunque 









Figura 8. Efecto de la inhibición de 
la vía Wnt/β-catenina por Dkk 1,
sobre la expresión de genes diana 
del factor de transcripción β-
Catenina (Ciclina D1, Axina2 y 
VCAN/versican). CMLV fueron 
incubadas durante 24 horas a una 
concentración de 3,3 mM de fosfato
solo o suplementado con calcitriol 
(10-8 M; PO+CTR), paricalcitol 
(3x10-8 M; PO+PC), Dkk-1 (100 
ng/ml; PO+DKK1), calcitriol y Dkk-1 
(PO+CTR+DKK1) o paricalcitol y 
Dkk-1 (PO+PC+DKK1). Células 
incubadas en DMEM (0,9 mM de 
fosfato) fueron usadas como control. 
La expresión de los genes diana fue 
normalizada con la expresión de 
GAPDH. Los datos son representados 
como la media y el error estándar de 
la media (SEM) de 3 experimentos 
independientes (n=6/grupo, 3 
experimentos independientes, * 
P<0,05 vs Control; # P<0,05 vs PO; 
$<0,05 vs el mismo tratamiento sin 
Dkk-1). 






3.3.3. Efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-Catenina mediante Dkk-1 sobre 
la calcificación en CMLV.  
CMLV tratadas con PO+Dkk-1 presentaron niveles de calcificación 
significativamente más bajos que las células tratadas sólo con PO (1,91±0,1 vs 
2,77±0,09, P<0.05). Asimismo, CMLV tratadas con PO+CTR+Dkk-1 mostraron 
una calcificación significativamente menor que las células tratadas sólo con 
PO+CTR (2,50±0,10 vs 4,12±0,13, P<0.05). Es decir, la inhibición de la ruta 
Wnt/β-Catenina con Dkk-1 redujo el nivel de calcificación inducida por PO y 
previno del aumento en la calcificación inducida por CTR. Por otro lado, no se 
observaron diferencias significativas entre el grupo PO+PC+Dkk-1 y el mismo 
tratamiento sin Dkk-1. 
 
Figura 9. Efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-Catenina mediante Dkk-1 sobre la 
calcificación de CMLV. Durante 9 días CMLV fueron incubadas con fosfato alto solo (3,3 mM, PO) o 
suplementado con calcitriol (10-8 M, PO+CTR),  paricalcitol (3x10-8 M, PO+PC), Dkk-1 (100 ng/ml, 
PO+DKK-1), calcitriol y Dkk-1 (PO+CTR+DKK-1) o paricalcitol y Dkk-1 (PO+PC+DKK-1). Células 
incubadas en DMEM (fosfato 0,9 mM) fueron usadas como control. El calcio se determinó mediante 
espectrofotometría utilizando la fenolsulfoneftaleina como colorante. Los datos se representan como la media 
y el error estándar de la media (SEM) de 3 experimentos independientes (n=6/grupo, 3 experimentos, 







4. EFECTO DEL FOSFATO, DEL CALCITRIOL Y DEL PARICALCITOL 
SOBRE LA INFLAMACIÓN EN CMLV. 
Una vez descrito el efecto estimulante que el PO ejerce sobre el desarrollo 
de calcificaciones, sobre la diferenciación osteogénica y sobre la activación de la 
ruta canónica Wnt/β-Catenina en CMLV, se procedió a valorar si también actúa 
como un elemento de carácter proinflamatorio. Además, al igual que el calcitriol y 
el paricalcitol ejercían efectos netamente opuestos sobre la calcificación, la 
diferenciación osteogénica y la activación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina, 
quisimos evaluar si ambos análogos de la vitamina D ejercen o no el mismo efecto 
desde el punto de vista inflamatorio. 
4.1. Efecto de niveles elevados de fosfato sobre la expresión génica de 
citoquinas inflamatorias en células del músculo liso vascular. Modulación 
diferencial por calcitriol y paricalcitol.  
 Al valorar la expresión génica de varios marcadores de inflamación, como 
son la Molécula de Adhesión Intercelular 1 (ICAM-1) y las citoquinas 
inflamatorias Interleuquina-1 Beta (IL-1β),  Interleuquina-6 (IL-6), Interleuquina-
8 (IL-8) y Factor de Necrosis Tumoral Alpha (TNFα), se observó que las CMLV 
cultivadas con una concentración alta de fosfato (3,3 mM) presentaban una 
expresión génica significativamente más alta que en las células del grupo control 
(aumento del 14%  en la expresión de ICAM, un 32% en IL-1β, un 25% en IL-6, 
un 48% en IL-8 y un 27% en TNFα).  
Al añadir CTR, además de potenciar el desarrollo de calcificaciones como 
vimos previamente, se pudo comprobar que se producía un incremento adicional y 






significativo de la expresión de ICAM-1, IL-6 y TNFα respecto a las células 
cultivadas en un medio sólo con PO. Sin embargo, los niveles de expresión de IL-
1β y de IL-8 disminuyeron de manera significativa respecto a las células tratadas 
sólo con PO, alcanzando en ambos casos valores similares a los de las células 
control.    
Por otro lado, el PC produjo un efecto inmunomodulador frente al estado 
de inflamación inducido en las CMLV cultivadas con PO. Al igual que el PC 
disminuía el desarrollo de calcificaciones, cuando dicho análogo de la vitamina D 
fue añadido a las células tratadas con PO la expresión de citoquinas disminuyó de 









Figura 10. Efecto del fosfato, del calcitriol y del paricalcitol sobre la expresión génica de citoquinas en 
CMLV. CMLV fueron incubadas durante 9 días con fosfato (3,3 mM, PO) solo o suplementado con calcitriol 
(10-8M, PO+CTR), o paricalcitol (3x10-8M, PO+PC). Células control fueron incubadas con niveles normales 
de fosfato (0,9mM). La expresión génica de citoquinas se determinó mediante RT-PCR a tiempo real. Los 
datos son representados como la media y el error estándar de la media (SEM) (n=6/grupo, 5 experimentos, * 
P<0.05 vs Control; # P<0.05 vs PO; $ p<0,05 vs CTR).  






4.2. Efecto del fosfato, calcitriol y paricalcitol sobre la presentación de 
ICAM-1 en la superficie celular y la secreción de citoquinas en CMLV.  
Como muestra la Figura 11, mediante análisis por citometría de flujo, no 
se observaron diferencias significativas en los niveles de expresión de ICAM en la 
superficie celular entre los grupos control y PO. Sin embargo, la adición de CTR 
(10-8M) a células incubadas con niveles altos de fosfato indujo un aumento 
significativo en la niveles de proteína ICAM. Por el contrario, el tratamiento con 
PC disminuyó los niveles de ICAM incluso por debajo de los valores observados 
en el grupo control. 
 
Figura 11. Efecto diferencial del calcitriol y del paricalcitol sobre los niveles de ICAM-1 en la superficie 
de CMLV. CMLV fueron incubadas durante 9 días en DMEM sólo con fosfato (3,3mM) o suplementado con 
calcitriol (10-8M; PO+CTR) o paricalcitol (3x10-8M; PO+PC). Células control fueron incubadas con DMEM 
(0,9mM de fosfato). Niveles de ICAM-1 fueron detectados mediante citometría de flujo. Los datos son 
representados como la media y el error estándar de la media (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos, * P<0,05 vs 





















Figura 12. Análisis por citometría de flujo de los niveles de ICAM-1 en CMLV en los distintos grupos 
experimentales estudiados. Los porcentajes indicados corresponden a los cambios de ICAM-1 entre los 
distintos tratamientos. A: Comparación Control vs PO. B: Comparación PO vs PO+CTR. C: Comparación 
PO+PC vs PO+CTR. D: Comparación PO+PC vs PO. 
 






En cuanto a la secreción de IL-1β, IL-6, IL-8 y TNFα cuando las CMLV fueron 
cultivadas en un medio con PO se produjo un aumento significativo en la 
secreción de dichas citoquinas respecto a las  células del grupo control. El CTR 
indujo un aumento adicional en la  secreción de las citoquinas IL-6 y TNFα, así 
como un descenso en los niveles de IL-1β y IL-8,  respecto a las células tratadas 
sólo con PO (Figura 13). Estos datos están en consonancia con los datos de 
expresión génica descritos en el apartado  4.1. Por el contrario, el tratamiento con 
PC produjo un descenso significativo en la secreción de todas las citoquinas 
analizadas respecto al grupo PO, alcanzando niveles similares (IL-6 y TNFα) o 
incluso inferiores (IL-1β y IL-8) al grupo control. Además, los niveles de IL-6, 








Figura 13. Efecto diferencial del calcitriol y del paricalcitol sobre la secreción de citoquinas inducida 
por fosfato. CMLV fueron incubadas durante 9 días sólo con fosfato alto (3,3mM; PO) o suplementado con 
calcitriol (10-8 M; PO+CTR) o paricalcitol (3x10-8 M; PO+PC). Células control fueron incubadas con DMEM 
(0,9mM de fosfato). La secreción de citoquinas al medio de cultivo fue determinada mediante el sistema de 
array Bio-Plex Pro Human Cytokine 4-Plex Panel. Los datos son representados como la media y el error 
estándar de la media (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos, * P<0,05 vs Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0,05 vs 
CTR). 






4.3. Activación de la ruta de señalización de NFκβ/p65 por niveles 
elevados de fosfato. Efecto diferencial del calcitriol y del paricalcitol. 
Trabajos previos a este estudio demuestran que existen distintos elementos 





427). Sahar y colaboradores han descrito que la activación de NFκβ 
mediante IL-18, una citoquina inflamatoria, potencia la expresión de otras 
citoquinas inflamatorias en CMLV de ratón (428). Asimismo, Zhao y 
colaboradores argumentan que el fosfato alto promueve la calcificación vascular y 
la transdiferenciación osteogénica de CMLV a través de la translocación de p65 al 
núcleo impulsado por especies reactivas de oxígeno (EROs) (326). Por tanto, en 
este estudio hemos evaluado si dicha vía de señalización está implicada en mediar 
el efecto del fosfato sobre la expresión y  posterior secreción de las citoquinas 
proinflamatorias descrito anteriormente. Asimismo, se procedió a valorar el efecto 
diferencial del CTR y del PC sobre la activación de dicha ruta. 
El análisis mediante Western blot reveló que una concentración alta de 
fosfato (PO) produjo un aumento significativo en la translocación nuclear de p65 
(NFκβ) respecto a las células del grupo control (1,37±0,07 vs 1,00±0,02; p<0,05) 
(Figura 14A y 14B).   
Cuando se añadió calcitriol a las células tratadas con fosfato (PO+CTR) se 
produjo un leve pero significativo aumento en la translocación nuclear de NFκβ 
respecto a las células tratadas sólo con fosfato (PO) (1,95±0,26 vs 1,37±0,07; 







significativo en la translocación nuclear de NFκβ respecto al grupo PO (0,83±0,13 















Figura 14. Efecto del fosfato, del calcitriol y del paricalcitol sobre la activación de la ruta canónica 
NFκβ. CMLV fueron incubadas durante 24 horas con fosfato solo (3,3 mM; PO) o suplementado con 
calcitriol (10-8 M; PO+CTR) o con paricalcitol (3x10-8 M; PO+PC).Células control fueron incubadas con 
DMEM (0,9 mM de fosfato). A: El factor de transcripción NFκβ fue determinado mediante western blot. El 
western es representativo de tres experimentos diferentes.  B: La intensidad de las bandas fue cuantificada 
usando ImageJ y normalizada frente a TFIIB. Los datos son representados como la media y el error estándar 
de la media (SEM) (3 experimentos independientes, *P<0,05 vs Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0,05 vs 
PO+CTR). 
 
Por otro lado, el análisis por inmunofluorescencia mediante microscopía 
confocal confirmó un aumento de NFκβ nuclear en las células con PO, así como 
en las células tratadas con calcitriol (PO+CTR), respecto a las células control. Por 






el contrario, se produjo un descenso en la localización nuclear de NFκβ  cuando 
las células fueron tratadas con paricalcitol (PO+PC) (Figura 15C y 15D).  
   A         B 







Figura 15. Efecto del fosfato, del calcitriol y del paricalcitol sobre la activación de la ruta canónica 
NFκβ. CMLV fueron incubadas durante 24 horas con fosfato solo (3,3 mM; PO) o suplementado con 
calcitriol (10-8 M; PO+CTR) o con paricalcitol (3x10-8 M; PO+PC).Células control fueron incubadas con 
DMEM (0,9 mM de fosfato). A: La localización intracelular de p65 fue visualizada mediante 
inmunofluorescencia con microscopía confocal. Para cada tratamiento el marcaje de p65 (verde) es mostrado 
en la columna de la izquierda; en la columna central aparece la tinción de los núcleos mediante marcaje 
fluorescente con DAPI (azul) La composición de la imagen (MERGED) es mostrada en la columna de la 
derecha. Las imágenes son representativas de 3 experimentos diferentes. B: Cuantificación del coeficiente de 
Manders (M1 plugin Verde vs. DAPI) del marcaje por fluorescencia de p65 nuclear (3 experimentos 








5. EFECTO DEL FOSFATO, DEL CALCITRIOL Y DEL PARICALCITOL 
SOBRE LA GENERACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
(EROs) EN CMLV  
Diversos autores sugieren que existe una relación entre la producción de 
EROs y la presencia de inflamación, por lo que ambos procesos aparecen 
frecuentemente asociados (429,
 
430). Varios trabajos indican que el aumento de 
EROs induce la activación de la vía de señalización de NFκβ en diferentes tipos 
celulares por distintos mecanismos (431,
 
432), al igual que ocurre en las CMLV
 
(326).  
Por tanto, basándonos en trabajos previos  y una vez confirmado que el PO 
elevado activa la vía de señalización de NFκβ/p65 y favorece la expresión y 
secreción de citoquinas inflamatorias, se procedió a analizar el efecto que ejerce el 
fosfato sobre la generación de EROs, así como la influencia del calcitriol y del 
paricalcitol sobre la regulación de dicho proceso. 
 La generación de EROs en CMLV se determinó empleando la sonda de 
fluorescencia H2DCFDA. Esta sonda se torna fluorescente en presencia de 
distintas especies reactivas de oxígeno (anión peroxinitrito y radicales hidroxilos y 
peroxilos).  
Como se muestra en la Figura 16, niveles elevados de PO produjeron un 
aumento significativo en la generación de EROs respecto a las células del grupo 
control, al igual que ocurría con la translocación nuclear de p65. De igual manera, 
la adición de CTR (PO+CTR) produjo aumento significativo en la producción de 
EROs respecto a las células tratadas sólo con PO. Por el contrario, la 






administración de PC (PO+PC) a CMLV redujo de manera significativa los 






















Figura 16. Efecto del fosfato, del calcitriol y del paricalcitol sobre la producción de EROs en CMLV. 
CMLV fueron tratadas durante 24 horas sólo con fosfato (3,3 mm; PO) o suplementado con calcitriol (10-8 M; 
PO+CTR) o paricalcitol (3x10-8 M; PO+PC). Las células control fueron incubadas con DMEM (0,9mM de 
fosfato). La producción de EROs en CMLV se midió mediante la sonda H2DCFDA. Los datos son 
representados como la media y el error estándar de la media (SEM) (n = 18/grupo, 3 experimentos 








6. EFECTO “DOSIS DEPENDIENTE” DEL CALCITRIOL SOBRE LA 
EXPRESIÓN GÉNICA DE CITOQUINAS, LA ACTIVACIÓN DE NFκβ Y 
LA GENERACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO.  
Dado que altas dosis de CTR resultaron desencadenar un estimulo pro-
inflamatorio y pro-oxidante y que en la literatura se describe al CTR como una de 
las principales moléculas antiinflamatorias evaluamos un posible efecto dual del 
CTR dependiente de la concentración.  
En base a esto, analizamos si la expresión de citoquinas, la activación de 
NFκβ y la generación de EROs en nuestro modelo de CMLV tratadas con PO 
responde a una relación “dosis-dependiente” con el CTR. 
6.1 Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobre la expresión génica 
de citoquinas inflamatorias en CMLV cultivadas con niveles elevados de 
fosfato. 
Como vimos en el apartado 4.1, la adición de una concentración elevada 
de CTR (10-8M) a CMLV cultivadas con PO provocó un aumento adicional en la 
expresión de ICAM-1, de IL-6 y de TNFα. Por el contrario, y como muestra la 
Figura 17, al añadir CTR a concentraciones más bajas (10-10 y 10-12M) la 
expresión de estas citoquinas descendió de manera significativa respecto a las 
células tratadas sólo con PO, alcanzando niveles similares a los del grupo control. 
Sin embargo, la expresión de IL-1β y de IL-8 disminuyó de manera significativa 
con las tres concentraciones de CTR (10-12 M, 10-10 M y 10-8 M) respecto a las 
células tratadas sólo con PO, aunque el descenso más importante fue el inducido 
por la mayor de estas concentraciones (10-8 M).  
























































































































Figura 17. Efecto dosis dependiente del calcitriol sobre la expresión génica de citoquinas inducida por 
fosfato. CMLV fueron incubadas durante 9 días con DMEM sólo con fosfato (3,3mM; PO) o suplementado 
con  diferentes concentraciones de CTR (10-8 M,  10-10 M y 10-12 M). Células control fueron incubadas con 
DMEM (0,9 mM de fosfato). La expresión génica de citoquinas proinflamatorias fue determinada por RT-
PCR a tiempo real y normalizada frente a GAPDH. Los datos son representados como la media y el error 
estándar de la media (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos independientes, * P<0.05 vs control; # P<0.05 vs 
PO; $ P<0,05 vs PO+CTR (10-8 M)).  
Por tanto, nuestros resultados indican que el CTR a concentraciones más 
bajas (10-10 M y 10-12 M) inhibe la expresión génica de ICAM-1 y de las 
citoquinas inflamatorias inducidas por PO en CMLV. Sin embargo, una 
concentración 10-8 M de CTR aumenta la expresión de ICAM-1, IL-6 y TNFα.   
6.2 Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobre el nivel de ICAM-1 
en la superficie de CMLV y la secreción de citoquinas inducidos por fosfato. 
Al analizar la presentación de ICAM-1 en la superficie de CMLV tratadas 
con PO y CTR 10-10M o 10-12M, no se observaron diferencias significativas 






respecto a células tratadas sólo con PO; sin embargo, los niveles de ICAM-1 
fueron significativamente más bajos que en las células tratadas con CTR 10-8 M.  
 
Figura 18. Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobre los niveles de ICAM-1 en la superficie de 
CMLV. Las células fueron incubadas durante 9 días con DMEM con fosfato solo (3,3mM) o suplementado 
con  diferentes concentraciones de CTR (10-8 M,  10-10 M y 10-12 M). Células control fueron incubadas en 
DMEM (fosfato 0,9 mM). Niveles de ICAM-1 fueron detectados mediante citometría de flujo. Los datos son 
representados como la media y el error estándar de la media (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos 
































Figura 19. Figura 19. Análisis por citometría de flujo de los niveles de ICAM-1 en CMLV en presencia 
de PO alto con distintas dosis de CTR. Los porcentajes indicados corresponden a los cambios de ICAM-1 
entre los distintos tratamientos. A: Comparación Control vs PO. B: Comparación PO vs PO+CTR. C: 
Comparación PO vs PO+CTR-10. D: Comparación PO vs PO+CTR-12. E: Comparación PO+CTR-10 vs 
PO+CTR-8. F: Comparación PO+CTR-12 vs PO+CTR-8 






En  relación a la secreción de citoquinas inflamatorias, nuestros resultados 
indican que cuando las CMLV fueron cultivadas con concentraciones bajas de 
CTR (10-10 M y 10-12 M) se observó un descenso significativo de IL1-β, IL-6, IL-8 
y TNFα respecto a las células tratadas sólo con PO (aunque este descenso no fue 
significativo en el caso de TNFα en células incubadas con CTR 10-12 M). Sin 
embargo, como se ha descrito en el apartado 4.2, una concentración de CTR 10-8 
M produjo un descenso significativo en la secreción de IL1-β y de IL-8 respecto a 
células tratadas sólo con PO, a la vez que un aumento significativo en la secreción 









































































Figura 20. Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobre la secreción de citoquinas inflamatorias. 
CMLV fueron incubadas durante 9 días con DMEM con fosfato solo (3,3mM) o suplementado con  diferentes 
concentraciones de CTR (10-8 M,  10-10 M y 10-12 M). Células control fueron tratadas con DMEM (fosfato 0,9 
mM). Niveles de citoquinas fueron cuantificados mediante sistema Bioplex. Los datos son representados 
como la media y el error estándar de la media (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos, * P<0.05 vs control; # 
P<0.05 vs PO; $ P<0,05 vs PO+CTR (10-8 M)).  
 
6.3. Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobre la translocación 
nuclear de NFκβ en CMLV cultivadas con fosfato alto. 
El análisis mediante western blot reveló que, al contrario de lo que ocurre 
en el grupo PO+CTR 10-8M, el CTR en concentraciones más pequeñas (10-10 M y 
10-12 M)  inhibe de manera significativa la translocación nuclear de p65 (NFκβ) 
respecto a células tratadas únicamente con PO. 










Figura 21. Efecto dosis dependiente del calcitriol sobre la translocación de p65 (NFκβ) al núcleo 
inducida por fosfato alto. CMLV se incubaron durante 24 horas con medio de cultivo con PO solo (3,3mM) 
o suplementado con distintas concentraciones de CTR (10-8 M,  10-10 M y 10-12 M). Células control fueron 
incubadas con DMEM (fosfato 0,9 mM). La activación de NFκβ se determinó mediante western blot. La 
intensidad de la banda fue cuantificadas por ImageJ y normalizada frente a TFIIB. (n=3/grupo, 4 








6.4. Efecto “dosis-dependiente” del CTR sobre la producción de 
especies reactivas de oxígeno (EROs) en CMLV tratadas con fosfato alto. 
Como muestra la Figura 19, la adición de 10-10 M y 10-12 M de CTR a 
CMLV cultivadas con PO alto indujo una disminución significativa en los niveles 















































Figura 22. Efecto dosis dependiente del CTR sobre la generación de EROs inducida por fosfato alto. 
CMLV son tratadas durante 24 horas con medio de cultivo con fosfato alto (3,3mM) (PO) o suplementado 
con calcitriol a distintas concentraciones (10-8 M,  10-10 M y 10-12 M). Células incubadas con DMEM (fosfato 
0,9 mM)  fueron usadas como control. La producción de EROs se cuantificó usando la sonda H2DCFDA. Los 
datos son representados como la media y el error estándar de la media (SEM) (n = 18/grupo de  3 
experimentos independientes, * P<0.05 vs control; #  P<0.05 versus PO; $ P<05 vs PO+CTR (10-8 M)).  






















































En el presente estudio, hemos explorado el efecto diferencial de dos 
agonistas del receptor de vitamina D (VDR), paricalcitol y calcitriol, sobre la 
calcificación inducida con una concentración elevada de fosfato en células del 
músculo liso vascular (CMLV) cultivadas in vitro. De esta manera, comprobamos 
que el CTR a una concentración elevada potencia la calcificación de estas células 
cultivadas con fosfato alto, y que este hecho está asociado con la activación de la 
ruta canónica Wnt/β-Catenina y con la sobreexpresión de BMP2. Por el contrario, 
el paricalcitol disminuyó la calcificación en las CMLV, hecho que fue 
acompañado por la inhibición de la ruta Wnt/β-Catenina y la disminución en la 
expresión de BMP2, así como de otros genes marcadores de osteoblasto.  
Una de las principales alteraciones del metabolismo mineral durante la 
ERC es la presencia de altos niveles séricos de fosfato. Otra de las finalidades de 
este trabajo fue valorar si este fosfato alto es capaz de promover la inflamación en 
CMLV. Además, se quiso valorar si tanto el calcitriol como el paricalcitol eran 
capaces de modular la posible respuesta inflamatoria inducida por el fosfato en las 
CMLV. A raíz de nuestros resultados concluimos que el fosfato elevado inducía 
un estado de inflamación en las CMLV que se agravó, en términos generales, con 
el tratamiento con CTR a altas concentraciones. Sin embargo, cuando las CMLV 
fueron tratadas con paricalcitol se produjo una inhibición de su estado de 
inflamación, disminuyendo la expresión y secreción de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-1β, IL-6, IL-8 y TNFα. 
Como se ha demostrado anteriormente por distintos investigadores y por 







experimentan el desarrollo de calcificaciones (deposición de Ca) y una 





    
434). Estos trabajos señalan al fosfato como un inductor inequívocamente
 
clave en 
el desarrollo de las calcificaciones vasculares y en la transdiferenciación 
osteogénica. En relación a la regulación de ambos procesos, existen estudios que 





435), ligandos de la familia Wnt (436)
 
y otros trabajos que 




437). En nuestro estudio, 
encontramos que el proceso de calcificación se acompañó de una variación en la 
expresión de factores osteogénicos tales como BMP2, la proteína procalcificante 
Osteocalcina (OC) y los factores de transcripción Runx2 y Msx2. Así, nuestros 
resultados apoyan estudios previos que muestran cómo la expresión de todos estos 
marcadores fue inducida de manera significativa en vasos calcificados (438, 439). 
BMP2 representa un elemento clave en la diferenciación osteogénica de células 
mesenquimales, promoviendo la activación de los factores de transcripción Runx2 
y Msx2 (440). OC es un gen diana inducido por los factores de transcripción 
Runx2 y Msx2 (441, 442).  
El presente estudio muestra también que la calcificación de las CMLV está 
asociada con una activación concomitante de la ruta canónica Wnt/β-Catenina, 
como demuestra la detección de β-Catenina en el núcleo de la célula. Además, la 
adición a CMLV incubadas con fosfato elevado de Dkk-1, un inhibidor de la ruta 
Wnt/β-Catenina secretado extracelularmente (443), produjo una inhibición tanto 
de la translocación nuclear de β-Catenina como de la calcificación. Varios 
trabajos indican que inhibidores de la señalización Wnt (Dkk-1, sFRP, Wif-1 y 
esclerostina) pueden actuar como inhibidores del desarrollo de las calcificaciones 






y de la diferenciación osteogénica. Dkk-1 inhibe la expresión de fosfatasa alcalina 
inducida por TNFα en ratones diabéticos que no expresan el receptor de la LDL 
(444). sFRP-2 (Secreted frizzled-related protein 2) inhibe de manera parcial la 
actividad fosfatasa alcalina y la formación de nódulos de mineralización en 
células osteogénicas de ratón (MC3T3E1) inducidas en presencia de BMP-2 (445). 
Cho y colaboradores presentan a Wif-1 como un inhibidor de la diferenciación de 
células mesenquimales procedentes de embriones de ratón hacia osteoblasto (446). 
Otros autores sugieren que Wif-1 podría modular el grado de la calcificación de la 
válvula aórtica (447). Además, para Jean y Chazot la esclerostina podría actuar 
como un inhibidor de la calcificación vascular y de la formación de hueso (448). 
La activación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina modula la diferenciación 
a osteoblastos desde células madre mesenquimales (MSC)
 
(449) y la proliferación 
en CMLV (219). Otros autores han podido observar una proliferación de las 
CMLV en vasos que desarrollan calcificaciones (450). En particular, nosotros 
hemos demostrado que la calcificación observada en las células tratadas con 
fosfato alto se acompañó de un aumento significativo en la activación de la ruta 
canónica Wnt/β-Catenina y en la expresión de Ciclina D1, un marcador temprano 
de la proliferación celular. Está demostrado que Ciclina D1 es un gen diana 
directo de la activación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina (451), cuya activación 
es requerida para la propagación de algunos tipos específicos de células 
osteoprogenitoras necesarias para el desarrollo morfogénico del cráneo durante la 
embriogénesis en ratones (449). Así, el aumento de los niveles de ARNm de 
Ciclina D1 observado en nuestro estudio concuerda con estudios previos que 







proliferación de CMLV en la vasculatura (219, 424). La inducción de Ciclina D1, 
Axina 2 , Versican (VCAN) (452), así como la reversión de este efecto por la 
adición de Dkk-1, que se observa en nuestro estudio, revela una activación de la 
ruta canónica Wnt/β-Catenina que ocurre de forma paralela al proceso de 
calcificación en las CMLV. 
Por otro lado, el papel de la vía de señalización de BMP y de Wnt/β-
Catenina sobre la Calcificación Vascular no está completamente dilucidado (437)
 
(453). Mikhaylova y colaboradores apuntan a la implicación de ligandos de la 
familia BMP y de la familia Wnt en la regulación de la transdiferenciación 
osteoblástica de CMLV (437). Según Gaur y colaboradores tanto la señalización 
por BMP como por Wnt contribuyen a la regulación de la masa ósea promoviendo 
la osteogénesis de células mesenquimales a través de la estimulación de la 
expresión de Runx2 (454). Para Kamiya y colaboradores la interacción de ambas 
vías de señalización en la diferenciación osteoblástica y en la formación del hueso 
no ha sido del todo caracterizada (455). Sin embargo, estos y otros autores 
sugieren que BMP2 actúa antes de la vía de señalización Wnt induciendo la 
activación de β-Catenina en células mesenquimales (455,
 
456). Rawadi y 
colaboradores mostraban que la capacidad de BMP2 y Shh (Sonic hedgegog 
homolog) para inducir fosfatasa alcalina depende de la expresión de genes de la 
familia Wnt, y que los efectos de BMP2 sobre la mineralización extracelular en 
osteoblastos son mediados por la inducción de la ruta (457). Rodríguez-Carballo y 
colaboradores investigaron los efectos cooperativos de BMP y de la vía canónica 
de Wnt sobre la expresión de los genes maestros osteogénicos tempranos, Dlx5, 
Msx2, y Runx2, en la diferenciación osteoblástica (458). Estos autores encontraron 






que la inducción de dichos genes está mediada por la interacción de complejos 
transcripcionales cooperativos de proteínas de la familia Smad y de TCF4/β-
Catenina los cuales se unen a sitios de unión al ADN. A partir de diferentes 
modelos in vivo e in vitro, diferentes autores han descrito la participación de un 
eje BMP-Wnt/β-Catenina en la transdiferenciación osteogénica observada en las 
calcificaciones vasculares (424,
 
425). Sin embargo, un trabajo de nuestro grupo 
sugiere que la activación canónica de Wnt podría actuar potenciando el efecto del 
fosfato alto sobre la activación de BMP2 (158). Otros autores también han 
sugerido que la activación de la señalización Wnt/β-Catenina puede anteponerse a 
la activación de la señalización de BMP. Tal es el caso de la regulación de la 
formación de la cresta ectodérmica apical y del eje dorso-ventral durante el 
desarrollo de las extremidades posteriores en ratones (459)
 
o de la inhibición de la 
maduración de oligodendrocitos
 
(460). Tang y colaboradores demostraron que el 
osthole, un derivado del tipo cumarina, estimulaba la diferenciación de 
osteoblastos a través de una inducción de la expresión de BMP2 promovida por la 
activación de la ruta Wnt/β-Catenina (461). 
Por otro lado, Shao y colaboradores proponen estudiar más a fondo la 
contribución relativa de la señalización canónica y no canónica de Wnt en la 
regulación de las calcificaciones vasculares (425). De hecho, el papel de la vía de 
señalización Wnt en la diferenciación osteogénica durante el desarrollo del hueso 
sigue siendo controvertido. La vía de señalización Wnt canónica puede suprimir la 
diferenciación osteogénica o activar la osteogénesis según las condiciones 
celulares. La falta de uniformidad en la literatura puede ser el resultado de las 







empleadas, o incluso en las condiciones experimentales y estímulos aplicados 
(462). El efecto de la activación de la vía Wnt no canónica a través de Wnt5a en la 
osteogénesis se ha demostrado en células madre adultas (463) y en células 
MC3T3E1 (preosteoblastos) (442). En modelos de calcificación dependiente de 
Msx2 llevados a cabo en cultivos primarios de miofibroblastos y en células 
10T1/2, se observó una regulación al alza tanto de los agonistas canónicos de la 
Wnt (Wnt3a, Wnt7) como de los no canónicos (Wnt5a), los cuales inhiben las 
acciones de la vía Wnt canónica, pero no la osteogénesis (425)
.
 En la actualidad se 
desconoce si el fosfato podría ser un nuevo estimulador de las vías Wnt no 
canónicas.   
Nuestros datos indican que el fosfato podría ser un activador de la ruta 
canónica Wnt/β-Catenina. Del mismo modo nuestros resultados parecen indicar 
que la presencia de altas concentraciones de CTR podría favorecer la activación 
de la ruta Wnt y con ello el proceso de calcificación de las CMLV. En este 
sentido, muchos estudios in vivo, algunos llevados a cabo por nuestro grupo de 
investigación, han descrito que el tratamiento de animales urémicos con vitamina 




464-466). Koleganova y 
colaboradores también demostraron que una dosis moderada de CTR produjo CV 
tanto en ratas control como en ratas urémicas (450). Este efecto se observó incluso 
a pesar de no producirse cambios en los niveles séricos de calcio y de fosfato, lo 
cual sugiere que el CTR pueda tener una influencia directa sobre el desarrollo de 
CV. Curiosamente, en un estudio llevado a cabo con un modelo de ratas urémicas, 
la inducción de calcificaciones aórticas por CTR fue parcialmente revertida 
después de la interrupción de la administración de CTR (464). El efecto directo del 






CTR sobre el proceso de calcificación fue evaluado en estudios in vitro en 
CMLV. Jono y colaboradores demostraron que en CMLV bovinas cultivadas con 
una concentración alta de fosfato, la adición de CTR en concentraciones 
crecientes produjo un aumento dosis-dependiente de la calcificación (117). Estos 
datos van en consonancia con los observados en este trabajo de tesis, donde 
encontramos que en CMLV, la administración de CTR produce un incremento 
adicional en la calcificación inducida por fosfato. En este mismo sentido, Zebger-
Gong y colaboradores observaron que un tratamiento con dosis altas de CTR 
induce la transdiferenciación de CMLV a células de fenotipo osteoblástico tanto 
en ratas urémicas como en cultivos in vitro; esto estuvo asociado con la inducción 
de la expresión de Osterix, factor de transcripción osteogénico, y de otras 
proteínas implicadas en el proceso de mineralización (467).  
En nuestro estudio se evaluó el efecto que ejercen en nuestro modelo de 
calcificación tanto el calcitriol como el paricalcitol. La concentración de CTR 
elegida para llevar a cabo nuestros experimentos fue seleccionada tomando como 
referencia estudios previos llevados a cabo con CMLV cultivadas in vitro
 
(119,468), y que están en consonancia con la dosis empleada por otros 
investigadores en estudios in vitro llevados a cabo con glándulas paratiroides 
normales de perro, para inhibir la proliferación (469) o para reducir la secreción de 
PTH en glándulas paratiroides hiperplásicas humanas procedentes de pacientes 
con HPT2 (470). Nuestros resultados demuestran que las CMLV tratadas con CTR 
mostraron un aumento significativo en la calcificación inducida por fosfato alto. 
Por el contrario, la adición de paricalcitol al medio de cultivo resultó en una 







éste, tanto in vivo (123, 124) como in vitro (120), han demostrado también que el 
paricalcitol produce menos calcificación que el calcitriol. En este estudio 
confirmamos que el paricalcitol reduce la calcificación inducida por fosfato, lo 
cual está en marcado contraste con el efecto producido por el calcitriol, que 
empeora la calcificación inducida por fosfato.  
Para entender mejor los mecanismos moleculares que apoyan los 
diferentes efectos llevados a cabo por calcitriol y paricalcitol sobre la 
calcificación, hemos analizado la expresión génica de BMP2 que, como hemos 
comentado previamente,  aparecía aumentada en las CMLV expuestas a fosfato 
alto. Los resultados obtenidos indican que si bien el CTR produjo un aumento en 
los niveles de ARNm de BMP2, el paricalcitol los disminuyó. En consonancia con 
estos datos observamos que el CTR estimuló la expresión génica de Runx2 y 
Msx2 mientras que el paricalcitol la redujo. La estimulación de Runx2 por el CTR 
está en línea con resultados derivados de estudios previos que muestran un 
aumento de la expresión de dicho factor de transcripción en la aorta de los 
animales tratados con CTR (450). Asimismo, nuestros experimentos confirmaron 
que la expresión de OC también fue incrementada en células tratadas con 
calcitriol, pero no se observó ningún cambio en células expuestas a paricalcitol 
respecto a las células tratadas con fosfato alto y respecto a las células control. 
Igualmente, Mizobuchi y colaboradores comprobaron que se producía un aumento 
en la expresión de OC y de Runx2 en la aorta de ratas urémicas tratadas con 
calcitriol o doxercalciferol y por el contrario, el paricalcitol los disminuía (123). 
Makita y colaboradores establecen que 2 de las 4 isoformas de Runx2 inducen la 
expresión de OC en células osteoblásticas humanas (471).  






El análisis colectivo de estos resultados indica que el calcitriol y el 
paricalcitol inducen perfiles fenotípicos diferentes entre sí y que conducen a las 
CMLV de aorta humana hacia la estimulación y la inhibición del proceso de 
calcificación respectivamente. 
La unión del VDR con su ligando determina su activación y la 
consiguiente unión a secuencias específicas del ADN situadas en el área de 
influencia de los promotores de algunos genes. Al unirse al ADN, el VDR recluta 
una serie de complejos correguladores que llevan a cabo funciones adicionales 
necesarias para modificar la actividad transcripcional de los genes diana (472). De 
esta manera, la unión de diferentes análogos de la vitamina D con el VDR 
provocaría su activación y la sucesión de eventos celulares distintos, lo cual 
podría explicar por qué el calcitriol y el paricalcitol ejercen diferentes efectos 
sobre el desarrollo de la calcificación en CMLV tratadas con P alto, 
promoviéndola en el caso del calcitriol e inhibiéndola en el caso del paricalcitol. 
En este sentido, Issa y colaboradores demostraron que la activación del VDR por 
el paricalcitol o el 22-oxacalcitriol recluta coactivadores que son diferentes de los 
reclutados por el calcitriol (473). Así, el efecto diferencial que hemos observado 
en el proceso de calcificación producido por el calcitriol y el paricalcitol podría 
ser explicado por una modulación diferencial de las vías de señalización 
intracelulares implicadas en dicho proceso de calcificación. Como se ha indicado 
anteriormente, en nuestros experimentos llevados a cabo con CMLV cultivadas in 
vitro comprobamos que la calcificación inducida por fosfato alto va asociada a 
una activación de la ruta Wnt/β-Catenina. En base a ello, a continuación 







Wnt/β-Catenina. Nuestros resultados indicaron una mayor activación de la ruta 
Wnt/β-Catenina (mayor localización nuclear de β-Catenina) cuando las células 
son tratadas con CTR. Adicionalmente, verificamos la implicación de esta ruta 
sobre la calcificación inducida por fosfato y por calcitriol, mediante la co-
incubación con el inhibidor específico Dkk-1. Los resultados mostraron una 
reducción de la calcificación después de dicho tratamiento. El  efecto del 
paricalcitol sobre la ruta Wnt/β-Catenina fue el contrario del observado con el 
calcitriol. De esta manera, la inhibición de la calcificación llevada  a cabo por el 
paricalcitol estuvo acompañada por una reducción en los niveles de β-Catenina 
localizada en el núcleo de la célula. La expresión de Ciclina D1, gen blanco de la 
ruta Wnt/β-Catenina, no se modificó por la adición de CTR respecto a las células 
tratadas con fosfato alto. Sin embargo, el tratamiento con paricalcitol tendió a 
reducir la expresión de dicho gen. Además, el análisis de la expresión de otros 
genes diana de dicha ruta Wnt/β-Catenina (VCAN y Axin 2) indicó una mayor 
activación de la ruta en las CMLV tratadas con fosfato y en las tratadas con CTR 
respecto a las células control.  
Diversos estudios sugieren una interacción funcional entre la señalización 
por calcitriol y la vía Wnt/β-Catenina. Varios autores han descrito que el VDR 
puede actuar como un modulador de la ruta canónica Wnt/β-Catenina 
reprimiéndola en células de cáncer de colon (474, 475). Sin embargo, Fretz y 
colaboradores apuntan que en osteoblastos la activación del VDR por CTR y su 
posterior unión a un VDRE, (elemento de respuesta de vitamina D) incrementa la 
expresión de LRP5 (Proteína 5 relacionada con el receptor de lipoproteínas de 






baja densidad) (476), un correceptor de Wnt fundamental en la activación de β-
Catenina que desempeña un importante papel en la formación de hueso (477).  
En un trabajo llevado a cabo con ratones knockout para ApoE, 
Rajamannan y colaboradores concluyen que el colesterol alto aumenta la 
expresión de LRP5 y Runx2 y el desarrollo de calcificaciones (478). Además, 
Sheng y colaboradores indican que el colesterol activa selectivamente la ruta 
canónica Wnt/β-Catenina sobre la ruta no canónica mediante el reclutamiento de 
Dishevelled (Dsh) y su interacción con otras proteínas (479). Es importante 
señalar que una región de la molécula de calcitriol mantiene cierta homología con 
una región de la molécula de colesterol, y que en dicha región es donde se 
introdujo el cambio molecular para generar la molécula de paricalcitol. Palmer y 
colaboradores demostraron que una serie de genes inducidos por β-Catenina son 
regulados a través de elementos de respuesta a la vitamina D. Estos autores 
sugieren que la activación combinada de VDR y de la vía Wnt/β-Catenina 
promovía la formación de complejos TCF/LEF/β-Catenina y VDR/β-Catenina los 
cuales inducen conjuntamente la expresión de genes implicados en el desarrollo 
de tricofoliculomas (tumores del folículo capilar). Además, el análogo de la 
vitamina D, EB1089, sinergizó con β-Catenina para estimular la diferenciación 
capilar (480). Estos trabajos apoyan la hipótesis de que las interacciones entre 
VDR y β-Catenina puedan ejercer un papel fundamental en el desarrollo de otros 
procesos como la CV y, por lo tanto, puedan ser susceptibles de ser afectadas por 
la unión de distintos análogos de la vitamina D. El papel regulador de la 
señalización de Wnt en la CV ofrece la posibilidad de una intervención 







en la regulación del crecimiento y el desarrollo en muchos tejidos, será necesario 
garantizar la seguridad de estas nuevas terapias (467).  
Nuestros resultados sugieren efectos diferenciales del calcitriol y del 
paricalcitol en la CV que parecen estar mediados por una diferente regulación de 
la vía de señalización de BMP-2 y de la ruta Wnt/β-Catenina. El CTR activa la 
ruta canónica Wnt/β-Catenina, lo que parece estar asociado con el aumento de la 
calcificación, y con la estimulación de la expresión de genes de diferenciación 
osteoblástica como son BMP2, Runx2, Msx2, y OC. Por el contrario, el 
paricalcitol disminuye la actividad en la vía de señalización Wnt/β-Catenina, lo 
que se acompañó de una disminución en la expresión de estos genes 
osteoblásticos y una menor calcificación.  
El control del fosfato sérico es uno de los objetivos terapéuticos más  
importantes en el tratamiento de los pacientes con ERC, particularmente para la 
prevención de enfermedades cardiovasculares. Un efecto directo del fosfato como 
agente pro-inflamatorio y pro-oxidante sobre las CMLV podría ser responsable de 
la generación de daño cardiovascular.  
Uno de los principales factores asociados al progreso y a la severidad de la 
ERC es la inflamación. Además, existe una relación causal entre inflamación y 
calcificación vascular (481,
 
482). Por otro lado, existen algunas evidencias que 
vinculan al estrés oxidativo con la aparición de las calcificaciones vasculares, 
considerándose éstas como un importante factor de riesgo de disfunción 
cardiovascular en pacientes con ERC (483,
 
484).  






Dicho esto, otro de los principales objetivos del presente estudio fue 
evaluar si la exposición de las CMLV a niveles elevados de fosfato induce la 
producción de especies reactivas de oxígeno (EROs), si produce un aumento en el 
estado inflamatorio de estas células y si activa la expresión, así como la secreción, 
de citoquinas pro-inflamatorias e ICAM-1. Además, se propuso evaluar si el 
calcitriol o el paricalcitol pueden modular el estrés oxidativo y la inflamación 
inducidos por niveles elevados de fosfato.  
Para la consecución de este objetivo se llevó a cabo el modelo de 
calcificación inducida por fosfato alto en CMLV previamente descrito en este 
estudio. A partir de este modelo se estudiaron diferentes eventos de carácter 
inflamatorio y oxidativo que pudieran ocurrir de manera concominante con la CV.  
Nuestros resultados mostraron que el fosfato induce la producción  de 
especies reactivas de oxígeno (EROs), la activación de la vía de señalización de 
NFκβ y la expresión de la molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) y de las 
citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, IL-6, IL-8 y TNFα. Además, la activación de 
VDR por calcitriol  (10-8M) y por paricalcitol (3x10-8M) tuvo distintos efectos 
sobre sobre estas respuestas. Por una parte, el calcitriol aumentó el efecto pro-
oxidante del fosfato, indujo una mayor activación de NF-κβ y además propició un 
aumento de ICAM-1 y de la secreción de 2 de las citoquinas analizadas (IL-6 y 
TNFα); sin embargo, la expresión de las otras 2 citoquinas analizadas (IL-1β e IL-
8) mostró un ligero descenso respecto a las células tratadas con fosfato alto. Por 
otro lado, el tratamiento con paricalcitol produjo una inhibición tanto del efecto 







Estudios previos in vivo demostraron que la inflamación desencadena la 
calcificación cardiovascular y la osteogénesis de placas ateroscleróticas en 
estadíos tempranos de la ateroesclerosis (485). Además, es bien sabido que las 
citoquinas inflamatorias liberadas por los macrófagos aceleran el proceso de 
diferenciación osteogénica y de calcificación en las CMLV (486). Por otro lado, 
Nadra y colaboradores comprobaron en cultivos “in vitro” que los macrófagos son 
capaces de captar e internalizar nanocristales, lo cual desencadena una respuesta 
pro-inflamatoria mediada por la liberación de TNFα (487).  
Una de las principales conclusiones de nuestro estudio es que el fosfato 
extracelular a una concentración elevada provoca, en las CMLV, un aumento en la 
producción de ICAM-1 y de las citoquinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-8 y 
TNF-alfa). Los mecanismos celulares que subyacen al efecto del fosfato sobre la 
liberación de citoquinas se evaluaron mediante el estudio de la activación de la vía 
de señalización de NFκβ. En este sentido, hemos demostrado  que el aumento en 
la expresión génica de ICAM-1 y de las citoquinas pro-inflamatorias se acompañó 
de la activación de la vía de señalización de NFκβ. Esta activación fue puesta de 
manifiesto a través del notable aumento en la translocación nuclear de dicho 
factor de transcripción respecto a las células control, visualizado mediante 
Western blot e inmunofluorescencia por microscopía confocal. 
La expresión de ICAM-1 y de citoquinas pro-inflamatorias, así como la 
activación de NFκβ es consistente con una serie de evidencias anteriores que 
sugieren que las CMLV pueden potencialmente jugar un papel activo en la 
inflamación vascular (488,
 
489). Yang y colaboradores mostraron que en CMLV, 
el LPS era un potente inductor de la actividad de NFκβ y promovía la liberación 






de la  proteína quimioatrayente de monocito 1 (MCP-1) y de IL-6, así como 
estimulaba la expresión de IL-1α (490)
.
 En un estudio reciente, Kiyan y 
colaboradores demuestran que la LDL oxidada reduce la expresión del fenotipo 
contráctil en CMLV e inducía la expresión de citoquinas dependientes de NFκβ, 
como son G-CSF y GM-CSF, IL-6, IL-8 y PAI-1. Esto a su vez, induce la 
producción de MCP-1 por monocitos y macrófagos, lo que sugiere un nuevo papel 
de las CMLV en la modulación activa de las funciones de los macrófagos (491). 
En base a nuestro conocimiento, nuestro estudio muestra por primera vez un 
efecto directo específico del fosfato sobre la inducción de la respuesta 
inflamatoria en CMLV a través de la vía de señalización canónica de  NFκβ. Estos 
resultados amplían nuestra comprensión sobre cómo los niveles altos de fosfato, 
un elemento clave en el contexto de la enfermedad renal, afectan al sistema 
cardiovascular promoviendo la inflamación y el estrés oxidativo (3). En la ERC se 
ha descrito que la vitamina D produce efectos indeseados, como un aumento en 
los niveles de calcio y de fosfato séricos, que favorecen el desarrollo de CV. Sin 
embargo, otras funciones que pudiera ejercer la vitamina D, tales como la 
modulación de una respuesta inflamatoria, pueden tener un efecto beneficioso 
(492).  
Se sabe que el CTR es un importante regulador del sistema inmune. Las 
células del sistema inmune no sólo expresan VDR sino que además sintetizan y 
liberan CTR, pudiendo actuar de manera autocrina (493,
 
494). En diferentes 
trabajos se ha descrito también al CTR como un elemento que ejerce efectos 
inmunomoduladores sobre distintos tipos de tumores (495, 496) y en general sobre 







efectos producidos por los activadores del VDR podrían ser llevados a cabo de 
manera directa sobre las CMLV, ser ejercidos a través de los macrófagos u ocurrir 
ambos efectos al mismo tiempo (499). Estos autores, mediante el uso de co-
cultivos de CMLV y de macrófagos, demostraron que los macrófagos activados 
favorecían el desarrollo de CV debido a la liberación de factores pro-calcificantes, 
tales como BMP-2 y TNFα, y a los bajos niveles de OPN, una molécula de 
carácter anticalcificante. Sin embargo, el calcitriol y el paricalcitol en estos co-
cultivos indujeron un cambio paracrino desde el fenotipo procalcificante al 
anticalcificante; de manera que disminuyó la producción de BMP-2 y de TNFα y 
aumentó la expresión de OPN
  
(499). Además, se ha descrito en fibroblastos un 
efecto directo del VDR sobre la modulación de la actividad de NFκβ (500). En 
este mismo sentido, otros datos experimentales muestran que este efecto puede 
estar mediado bien a través de la interacción del VDR con NFκβ para inhibir su 
función (501) o por medio de la activación de IKBα, un inhibidor de NF-κβ, ya 
que la supresión de VDR tal y como describen Wu et al, conlleva una reducción 
de los niveles celulares de IKBα (502). Tukaj y colaboradores encontraron 
recientemente que el calcitriol a una concentración de 10-7 M protegía a las 
CMLV de un estado de inflamación inducido por un choque térmico estimulando 
la expresión de IκBα, aunque dicha estimulación no influyera en los niveles 
totales de NFκβ. Además, el calcitriol tanto a 10-7 M como a 10-8 M, inducía la 
expresión de superoxido dismutasa (SOD) e inhibía también la secreción de 
citoquinas (IL-6 y TNF-alfa) (503).  
En general, gran parte de la literatura describe al CTR como un 
inmunosupresor. Sin embargo, efectos contrarios a los expuestos anteriormente 






han sido también descritos. Sun y Zemel describen al CTR como un potenciador 
del estrés oxidativo y como un activador de la inflamación. En condiciones 
fisiológicas, el CTR induce la producción de una batería de citoquinas pro-
inflamatorias en adipocitos y en macrófagos derivados del tejido adiposo. En el 
caso de la obesidad, que ya se encuentra asociada a un estado basal de 
inflamación, el CTR induce una intercomunicación entre macrófagos y adipocitos 
que resulta en un incremento inapropiado del estrés oxidativo y en la secreción de 
citoquinas inflamatorias por parte de los macrófagos (504)
.
 Además, el CTR en 
concentraciones próximas a las fisiológicas inhibe el crecimiento celular de 
monocitos y los diferencia a macrófagos (505,
 
506). Esta diferenciación va 
asociada a un incremento en la actividad fagocítica y al aumento de la producción 
de anión superóxido (507). En un estudio muy reciente realizado en cocultivos de 
macrófagos, adipocitos y células de músculo esquelético, Choi y colaboradores 
han demostrado que el calcitriol (10-8M) produce un incremento en la producción 
de citoquinas inflamatorias (TNFα, IL6) un descenso en las citoquinas 
antiinflamatorias (IL10, IL15) así como un aumento en la producción de EROs 
(508) . Asimismo, Agharazii y colaboradores demostraron mediante un estudio 
realizado en ratas con ERC, que la calcificación inducida con una dieta alta en 
fosfato, alta en Ca y suplementada con calcitriol está mediada por un aumento de 
la secreción de las citoquinas proinflamatorias IL-1β, IL-6 y TNFα; y por un 
aumento en la generación de EROs (292). 
Los resultados derivados de nuestro estudio mostraron que cuando las 
CMLV se incubaron con calcitriol se produjo un aumento adicional en la 







fosfato. Sin embargo, la expresión de IL-1β e IL-8 se redujo. Asimismo, el 
análisis de la secreción de las citoquinas analizadas confirmó el efecto del CTR 
sobre la expresión génica, siendo menor en el caso de la IL-8 e IL-1β, y mayor en 
el caso de IL-6, TNFα e ICAM. Además, el tratamiento con CTR provocó un 
aumento en la activación de NFκβ respecto a las células tratadas con fosfato 
elevado.   
Por otro lado, se ha comprobado que el paricalcitol ejerce propiedades 
anti-inflamatorias en procesos patológicos asociados al daño renal. Tan y 
colaboradores sugieren que el paricalcitol inhibe la infiltración de células T en el 
riñón en estado de inflamación y la expresión de RANTES, proteína que atrae a 
los linfocitos T memoria y a los monocitos, mediante el secuestro de NFκβ 
mediado por VDR (509). Para Park y colaboradores, el paricalcitol es capaz de 
suprimir factores inflamatorios a través de la inhibición del NFκβ y otras vías de 
señalización que conducen a la atenuación de la nefropatía inducida por 
ciclosporina A (510). Además, según Hwang y colaboradores el tratamiento con 
paricalcitol revierte entre otras citoquinas, la expresión de TNFα, IFNγ y IL-1β en 
macrófagos y células T inducida por lesión asociada a la isquemia-reperfusión
 
(511).  
En nuestro estudio, el tratamiento con paricalcitol de las CMLV cultivadas 
con fosfato alto inhibe la expresión génica y la secreción de IL-1β IL-6, IL-8 y 
TNFα así como la expresión de la citoquina de membrana ICAM. A tenor de este 
resultado se procedió a evaluar la activación del factor de transcripción NFκβ. Los 
resultados indicaron que el paricalcitol también inducía una inhibición sobre la 
activación de la vía de señalización de NFκβ.   






El estrés oxidativo se define como la pérdida del equilibrio establecido 
entre la generación de elementos oxidantes y la actividad antioxidante en favor de 
los primeros. En general se acepta que el estado urémico produce un aumento neto 




513). El estrés oxidativo puede modular la respuesta 
inflamatoria a través de la inducción de la vía de señalización NFκβ y la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias dependiente de EROs
 
(514). Además, 
la producción de EROs puede ser estimulada por citoquinas pro-inflamatorias 
mediante la NADPH oxidasa (515)
.
 De hecho, en condiciones urémicas, se ha 
demostrado que los leucocitos potencian, de manera simultánea, la liberación de 
EROs y de citoquinas (516). Asimismo, algunas proteínas producidas por genes 
diana de la vía de señalización NFκβ son generadoras de EROs, como NOX2 que 
genera anión superóxido (517). Además, la generación de EROs promueve la 
fosforilación de IκB-α, inhibidor de NFκβ, para su degradación por proteolisis y la 
subsiguiente activación de NF-κβ (518)
. 
Por otro lado, un aumento del estrés oxidativo se ha relacionado con el 
aumento de las calcificaciones en CMLV. Distintos autores han comprobado en 
un modelo in vitro de CMLV bovinas tratadas con beta-glicerolfosfato (BGP) y en 
un modelo de fallo renal inducido en ratas con dieta rica en adenina, que la 
calcificación inducida estuvo asociada con un aumento en la producción de EROs, 
la cual estaba mediado por la translocación nuclear de  NFκβ (326,
 
327). Por otro 
lado, Mody y colaboradores comprobaron que el tratamiento de CMLV con H2O2 
promovía la diferenciación osteogénica de CMLV(519), lo cual estuvo asociado 
con un aumento en la expresión de Runx2 y ALP (520) y potenció la actividad de 







músculo liso coronarias humanas, BMP-2 aumentó la actividad de la NADPH 
oxidasa y el estrés oxidativo induciendo la expresión de Runx2 y promoviendo la 
calcificación (521). Hay que señalar que, tal como dijimos anteriormente, en 
nuestro modelo de calcificación inducida por fosfato, observamos un aumento en 
la expresión de estos genes.  
Los resultados de este estudio revelaron también que los niveles de EROs 
fueron significativamente más altos en las células expuestas a fosfato elevado 
respecto a las células control. Por lo tanto, nuestros resultados indican que el 
estrés oxidativo podría ser un mecanismo implicado en la desregulación de las 
CMLV inducida por el fosfato alto en pacientes con ERC.  
Diversos trabajos reconocen al CTR como un elemento capaz de reducir la 
generación de EROs. Dong y colaboradores afirman que la activación del receptor 
de la vitamina D por el calcitriol mejora la función endotelial debido a la 
normalización en la expresión del receptor tipo 1 de la angiotensina II y a la 
prevención de la generación de EROs (522). Sin embargo, Sun y Zemel han 
descrito cómo el CTR inhibe en adipocitos la expresión de UCP2 (proteína 
desacoplante 2), enzima mitocondrial encargada de atenuar la acumulación de 
EROs, resultando en un aumento en la generación de EROs en la mitocondria 
(523). Asimismo, el CTR promueve la producción de EROs, la producción de 
citoquinas inflamatorias y la inhibición de citoquinas antiinflamatorias en cultivos 
de adipocitos de ratón y humanos. Además, en este mismo estudio, la inhibición 
de la producción del CTR por una dieta con alto contenido en Ca suprimió la 
producción de citoquinas asociadas a la obesidad por los adipocitos en ratones 
(524).  






En nuestro estudio, la adición de calcitriol (10-8 M) a CMLV cultivadas in 
vitro con fosfato alto dio lugar a un incremento adicional en la producción de 
EROs respecto a las células tratadas sólo con fosfato. Sin embargo, cuando se 
añadió paricalcitol a las CMLV se produjo un descenso significativo de la 
producción de EROs. Nuestra observación es consistente con otros estudios 
previos que demuestran propiedades antioxidantes del paricalcitol. Ari y 
colaboradores demostraron que el paricalcitol reduce la nefropatía inducida por 
contraste a través de la inhibición de la peroxidación lipídica (525). Otros autores 
comprobaron que la terapia con paricalcitol y su combinación con Enalapril 
refuerza la protección contra el estrés oxidativo cardíaco (526) y renal (484)
 
en 
ratas urémicas (526).  En un estudio reciente en pacientes con ERC se ha 
observado que el paricalcitol no sólo disminuye los niveles de varios marcadores 
inflamatorios (PCR, IL-6, IL-8 y TNF), y aumenta los de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10, sino que además produce un descenso en los niveles basales 
de los marcadores de oxidación MDA, óxido nítrico (513). 
Los resultados recogidos de la literatura indican que los efectos del CTR 
sobre el sistema inmune y el sistema REDOX son múltiples  dependiendo de la 
dosis y el tiempo, así como del tipo de célula. Estudios previos ponen de 
manifiesto la necesidad de profundizar en los distintos efectos que pueda producir 
el CTR dependiendo de la concentración a la que se encuentre. Mathew y 
colaboradores llevaron a cabo un estudio con ratones urémicos LDLR-/- donde 
comprobaron que altas dosis de CTR producen una mayor transición fenotípica 
hacia osteoblasto, una mayor calcificación y mayor producción de proteínas 







efecto protector frente a las calcificaciones (125). Shroff y colaboradores 
mostraron una asociación bimodal entre los niveles de CTR y la enfermedad 
vascular en un estudio llevado a cabo en una población pediátrica en diálisis. Así, 
siguiendo una distribución en “forma de U”, tanto niveles plasmáticos bajos como 
altos de Vitamina D se asociaron con una mayor calcificación y cambios 
morfológicos adversos en las arterias mayores; siendo menor dicha calcificación 
en pacientes con niveles normales de CTR en sangre (527). Asimismo, en otro 
estudio reciente se ha encontrado una asociación entre los niveles séricos de 
vitamina D y los marcadores de inflamación en la población general adulta, 
encontrándose de nuevo una asociación en forma de U entre los niveles de 
25(OH)D y los de PCR (528). 
En base a estas afirmaciones y para poder explicar nuestra observación de 
que el CTR actúa como un elemento proinflamatorio en las CMLV tratadas con 
fosfato alto, contrariamente a lo que promulgan multitud de trabajos previos a este 
estudio descritos anteriormente, se llevaron a cabo una serie de experimentos con 
distintas dosis de CTR para valorar su efecto sobre el estado inflamatorio y la 
generación de EROs en CMLV expuestas a P alto.  
Nuestros resultados demuestran que el CTR lleva a cabo distintos efectos 
sobre las CMLV dependiendo de la concentración a la que se encuentre en el 
medio de cultivo. Como se ha descrito previamente en este trabajo, cuando las 
CMLV son cultivadas en un medio con 10-8 M de CTR, el resultado es un mayor 
aumento del estrés oxidativo y, en general, del estado de inflamación respecto a 
los niveles inducidos por fosfato alto. Sin embargo, el resultado obtenido cuando 
se añadió CTR en concentraciones sensiblemente más bajas (10-10 M o 10-12 M) 






fue un efecto anti-oxidante, generando una menor cantidad de EROs,  y un efecto 
anti-inflamatorio, inhibiendo la vía de señalización de NFκβ canónica y 
reprimiendo la expresión de las citoquinas pro-inflamatorias analizadas (IL-1β, 
IL-6, IL-8 y TNFα) y de ICAM-1.   
En conclusión, nuestros resultados indican que el fosfato alto ejerce un 
efecto directo sobre las CMLV induciendo el desarrollo de calcificación mediante 
la activación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina, y actúa al mismo tiempo como 
un elemento capaz de aumentar la generación de EROs y de activar la ruta 
canónica de NFκβ, induciendo así un estrés oxidativo y un estado pro-inflamatorio 
en dichas células. El estado de inflamación originado en las CMLV se traduce en 
un aumento de la producción de citoquinas,  como IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF-alfa, y 
de la molécula de adhesión celular ICAM-1. La adición de CTR a una 
concentración de 10-8 M en estas mismas condiciones de fosfato alto resulta en 
una mayor activación de la ruta canónica Wnt/β-Catenina y en consecuencia de la 
calcificación, efectos que van acompañados de una mayor generación de EROs y 
en una mayor activación de NFκβ. Esta activación de NFκβ está fuertemente 
relacionada con procesos asociados a la calcificación y explicaría el aumento en la 
expresión de ICAM-1 y de algunas de las citoquinas analizadas (IL-6 y TNFα) 
respecto a las células tratadas con fosfato. En cambio, cuando las CMLV son 
tratadas con concentraciones menores de CTR (10-10 M y 10-12 M), se produce la 
disminución tanto en la generación de EROs como en la respuesta proinflamatoria 
inducida por el fosfato. Esta inhibición del estado de inflamación se traduce en 
una menor activación de la vía de señalización de NFκβ y en una menor expresión 







Por otro lado, el tratamiento de las CMLV con paricalcitol, además de 
inhibir el desarrollo de la calcificación inducida por el fosfato alto mediante la 
inactivación de la ruta Wnt/β-Catenina, fue también capaz de contrarrestar su 
efecto pro-oxidante y pro-inflamatorio, a través de la inhibición de NFκβ y, en 
consecuencia, de la reducción de ICAM-1 y de las citoquinas pro-inflamatorias 
analizadas (IL-1β, IL-6, IL-8 y TNFα).  
En conjunto, nuestros resultados “in vitro” apoyan la conveniencia de una 
terapia frente a la inflamación y el estrés oxidativo para prevenir las 
complicaciones cardiovasculares en los pacientes con ERC. En este sentido, y de 
acuerdo a nuestros resultados, el paricalcitol así como las dosis más bajas de 
calcitriol (10-10, 10-12 M) cumplen estos requerimientos simultáneamente. Sin 
embargo, el hecho de que niveles más elevados de calcitriol (10-8M) produzcan 
resultados opuestos así como un aumento en el desarrollo de las calcificaciones, 
implica la necesidad de llevar a cabo un minucioso control de las dosis empleadas 
del CTR en relación a la salud vascular.  

















































1. En cultivos de Células de Músculo Liso Vascular (CMLV), niveles 
elevados de fosfato inducen el desarrollo de calcificación y 
diferenciación a células de estirpe osteogénica mediante la activación 
de la ruta canónica Wnt/β-Catenina. 
2. La adición de calcitriol (10-8M) a CMLV cultivadas en condiciones 
de alto fosfato, produce una sobreactivación de la ruta Wnt/β-Catenina, 
resultando en una mayor calcificación y diferenciación osteogénica. 
3. En CMLV, el paricalcitol inhibe la activación de la ruta Wnt/β-
Catenina, reduce el grado de calcificación y la transdiferenciación 
osteogénica inducidos por niveles elevados de fosfato. 
4. En este mismo modelo in vitro, los niveles elevados de fosfato 
inducen un incremento en la producción de EROs, la activación de 
NFκβ y un aumento en la expresión de marcadores inflamatorios. 
5. La adición de calcitriol (10-8M) a CMLV incubadas con fosfato 
elevado incrementa la producción de EROs, la activación de NFκβ y la 
expresión de los marcadores inflamatorios ICAM-1, IL-6 y TNFα. Por 
el contrario, el tratamiento con dosis más bajas de calcitriol (10-10 y 10-
12
 M) supone una reducción del estado inflamatorio y del estrés 
oxidativo inducidos por el fosfato. 
6. El tratamiento con Paricalcitol de las CMLV cultivadas con niveles 
elevados de fosfato inhibe el estrés oxidativo, la activación de NFκβ y 







 Por tanto, en base a todo lo expuesto anteriormente, los resultados 
de este estudio describen nuevos mecanismos por los que el fosfato 
elevado favorece la disfunción vascular y apoyan la conveniencia de 
una terapia frente a la calcificación, la inflamación y el estrés 
oxidativo mediante el uso de análogos de la vitamina D para prevenir 
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         
       
          
          
            
        
        
         
           
          
        
          
            
       
         
         
        
         
           
 
      
     
        
        
         
      
      
           
         
     
      
          
        
       
       
         
         
       
         
         
      
         
        
      
        
         
        
        
           
      
        
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        
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        
        
           
          
      
          
         
         
       
    
         
          
     
         
              
         
       
         
        
        
         
        
        
          
        
        
          
         
        
         
       
         
       
       
            
           
      
         
        
        
      
         
      
        
        
        
         
             
            
          
            
         
           
          
         
            
         
          
         
         
        
       
          
        
         
      
        
          
         
           
        
          

        
        
       
    
  





    
   
     
        
           
         
        
         
        
         
          
         
       
          
         
         
         
      
      
        
        
        
        
        
        
         
        
        
        
          
         

       
        
       
         
         
        
         
        
          
          
       
      
      
         
         
        
        




   

            
           
        
             
          
         
           
         
 
   









       
                      
                       
                       
                     
                   
          
    
     
        
         
          
    
        
         
       
          
          
         
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      
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          
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                  
                      
                      
                
   
     
        
         
        
      
        
    
        
          
     
          
       
             
       
       
       
          
        
         
       
          
 
          
        
       
    
         
        
        
     
        
       
  
      
       
      
       























































            
         
            
         
               
          
         
          
         
           
         






















           
             
         
             
            
       
          
           
         
           
       
    
     
         
           
          
          
       
          
          
          
          
       
          
            
          
          
 
           
         
       
       
       
         
         
           
        
         
       
         
         
         
         
       
          
       
    
        
          
      
          
          
        
      
          
          
       
          
      
       
       
     
         
          
         
      
      
       
         
      
         
        
        
       
         
       
        
      
          
     
            
         
          
          
          
       
          
        
       
         
         
        
      
        
       
        
         
      
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

            
          
         
           
           


          
          

 
        
        
       
         
          
           
        
        
         
  

   
        
      
           
         
       
          
         
          
 
           
           
   
            
       
         
     
            
          
       

         
    
         
        
        
           
        
     
           
         
        
    
     
          
 
         
         
  
           
            
        
      
        
          
 
            
        
          
      

           
       
        
        
     
            
       
           
 
          
     
           
          
  
          
         
      

           
          
          
       
             
           
       
         
         
            
         
    
        
     
         
         
          
  
          
       
     
            
      
           
       
            

           
          
         

           
       
           
   
            
        
         
  
          
          
 
            
       
     
          
          
    
          
           

          
        
          
       
      
         
        
           
           
           

         
            
        
            
        
     
          
        
       
        
          
         
          
     
           
            
         
         
           
       
          
          
       
       
          
        
       
       
         
         
       
         
        
           
  
         
       
           
  
         
        
       
          
           
          
          
           
 
         
          
     
   
     
         
       
        
           
            
        
           
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